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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá výzkumem v oblasti fyzikálních hyaluronových gelů. 
Zaměřuje se na jejich přípravu a to především interakcí roztoku hyaluronanu (HyA) s opačně 
nabitými tenzidy ve fyziologickém roztoku (0,15 M NaCl). V první části práce byl zjišťován 
vliv molekulové hmotnosti, koncentrace původního roztoku hyaluronanu a poměru vazných 
míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu na množství sušiny v gelu vyjádřené v procentech. 
Souhrnně lze říci, že tato hodnota není ovlivněna molekulovou hmotností HyA ani poměrem 
vazných míst. Na druhou stranu koncentrace výchozího roztoku HyA má znatelný vliv 
na množství sušiny v gelu. V další části byl pomocí fluorescenční spektroskopie zkoumán vliv 
molekulové hmotnosti hyaluronanu a poměru vazných míst HyA a tenzidu na tvorbu 
excimerů a změnu spektra. Jako fluorescenční sondy byly použity 
pyren, 1,3-bis(pyren-1-yl)propan (P3P) a PRODAN. Emise excimeru se projevila u P3P, 
kdežto u pyrenu nebyl zaznamenán nárůst intenzity při 470 nm. Bylo zjištěno, že molekulová 
hmotnost nemá vliv na hodnotu poměru excimeru a monomeru pro sondu P3P či na poměr 
prvního a třetího píku u pyrenu. Poměr vazných míst HyA a tenzidu ovlivňuje pouze poměr 
excimeru k monomeru (sonda P3P), kdežto vliv na poměr 1:3 u pyrenu nebyl zaznamenán. U 
sondy PRODANu jsem porovnávala spektrum vzniklého gelu, příslušné sušiny a zpětně 
nabotnaného gelu, což sloužilo také k vizualizaci procesu sušení a botnání. 
ABSTRACT 
Bachelor's thesis is concerning by research in physical hyaluronan gel area. Research is 
focusing on its preparation, especially by interaction of hyaluronan (HyA) solution with 
opposite charged surfactant in physiological solution (0,15 M NaCl). In the first part of work 
I found out influence of molecular weight, concentration of original hyaluronan solution and 
the ratio of binding sites on hyaluronan chain and surfactant on amount of solids in gel, 
expressed in percent. Finally we can say, that this value is not influenced by molecular weight 
of HyA neither relation of binding sides. On the other side, concentration of original HyA 
solution has significant influence on amount of solids in gel. In other part were researched 
influence of hyaluronan molecular weight and the ratio of binding sites on hyaluronan chain 
and surfactant on formation of excimers and spectrum change by fluorescence spectroscopy. 
Pyrene, 1,3-bis(pyren-1-yl)propane (P3P) and PRODAN were used as fluorescence probes. 
Excimer emission showed at P3P, while there was no growth of intensity at 470 nm for 
pyrene. It was found that molecular weight does not affect the value of the ratio of excimer 
and monomer probe P3P, or the ratio of the first and third peaks of pyrene. The ratio of 
binding sites HyA and surfactant influence only relation of excimer to monomer (P3P probe), 
while influence to relation 1:3 hasn't been noticed for pyrene. I have compared spectrum of 
developed gel for PRODAN probe, relevant solid and swelled gel by return. It also served for 
drying and swelling process visualisation. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Hyaluronan, gel, hydrogel, tenzid, interakce, gelace, botnání, sonda, fluorescence 
KEYWORDS 
Hyaluronan, gel, hydrogel, surfactant, interaction, gelation, swelling, probe, fluorescence 
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1 ÚVOD 
Bílou krystalickou látku – kyselinu hyaluronovou – bychom mohli považovat za obyčejnou 
molekulu, však svými vlastnostmi, užitečností a množstvím funkcí se řadí mezi utilitní 
a fascinující makromolekuly, na níž nemá zásluhu člověk ale příroda. Tato substance byla 
prvně izolována v roce 1934 Dr. Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem, kteří 
si zapsali: "Z očního sklivce skotu byl extrahován polysacharid s vysokou molekulovou 
hmotností…obsahoval několik složek: uronovou kyselinu, aminopolysacharid… Zdá se, že 
látka se nachází u vyšších živočichů a některých bakterií…Navrhujeme název kyselina 
hyaluronová, který je odvozen z názvů hyaloid (sklivcový, skelný) + uronic acid (uronová 
kyselina)" [1]. Dnes je většinou tato makromolekula označována jako Hyaluronan, jelikož se 
nachází za fyziologických podmínek ve formě polyaniontu jako sodná či draselná sůl a ne 
v podobě protonované kyseliny. 
Hyaluronan hraje důležitou fyziologickou roli v živých organismech, což z něj činí 
atraktivní biomateriál pro různé lékařské aplikace. Svou vysokou molekulovou hmotností 
spojenou s viskoelastickými a reologickými vlastnostmi byl k těmto účelům předurčen. 
Kombinace těchto jedinečných fyzikálně-chemických vlastností a biologických funkcí 
hyaluronanu v lidském těle umožňuje jeho využití jako důležitý výchozí materiál pro přípravu 
nových biokompatibilních a biodegradovatelných polymerů. 
Tato práce se zabývá výzkumem v oblasti fyzikálních hyaluronových gelů. Zaměřuje se 
na jejich přípravu a to především interakcí roztoku hyaluronanu s opačně nabitými tenzidy. 
Řetězce hyaluronanu nesou záporný náboj, z tohoto důvodu je vhodné k interakci použít 
kationtové tenzidy. Výběr tenzidu CTAB z ostatních druhů povrchově aktivních látek nebyl 
náhodný. Jen u několika typů (C16TAB, C14TAB či TTAB) dochází s hyaluronanem k fázové 
separaci – tvorbě gelů či sraženiny. Jako rozpouštědlo byl zvolen roztok NaCl o koncentraci 
přibližně 0,15 mol·l-1, jež představuje fyziologický roztok, ve kterém musí být distribuovány 
všechny léčiva, pokud chceme zachovat jejich kompatibilitu s lidským organismem. 
Jedinečné fyzikální vlastnosti těchto hydrogelů způsobují zájem o jejich využití v mnoha 
oblastech medicíny. V kosmetologii či dermatologii hrají gely důležitou roli svou značnou 
hydrofilitou, díky níž jsou schopny vysoké hydratace i regenerace pokožky. Gely jsou 
využívány jako účinná výplň vrásek, k hojení ran, či v plastické chirurgii ke zvětšení prsou. 
Tyto aplikace zajišťují hyaluronanu v dnešním světě, kde krása je mnohdy až na prvním 
místě, využití i v příštích desetiletích. Také stále se zvyšující impotence u mužů přináší 
využití hyaluronanu v metodě PICSI. Snad nejzajímavější aplikace hyaluronanu či jeho gelů 
spočívá v procesu cílené distribuce léčiv. Tento způsob se využívá k léčbě některých nemocí, 
ale především se předpokládá jeho uplatnění na poli medicíny v léčbě rakoviny, avšak 
prozatím se proces a s ním i spojený úspěch nachází ve stádiu vývoje a výzkumu. 
V první části práce byl zjišťován vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu a koncentrace 
roztoku hyaluronanu a tenzidu (poměru vazných míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu) 
na množství sušiny (v procentech) v gelu. Také byl zkoumán proces botnání gelů, kde bylo 
určováno množství vody (v procentech), jež je schopen vysušený gel pojmout zpět. V další 
části byl pomocí fluorescenční spektroskopie zkoumán vliv molekulové hmotnosti 
hyaluronanu a poměru vazných míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu (CTAB) na tvorbu 
excimerů a změnu spektra. Jako fluorescenční sondy byly použity pyren a 
1,3-bis(pyren-1-yl)propan (P3P). 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Hyaluronan 
Hyaluronan (HyA) patří do skupiny polysacharidů přesněji mukopolysacharidů, které se 
přirozeně vyskytují ve všech živých organismech. Hyaluronan je považován za nejjednodušší 
glykosaminoglykan (GAG). Ale na rozdíl od ostatních zástupců GAG neobsahuje sulfátovou 
skupinu. Již v roce 1934 K. Meyer a jeho asistent J. Palmer částečně určili strukturu této 
látky, hlavní složkou je uronová kyselina a aminopolysacharid. Ale až téměř po 20 letech od 
objevu kyseliny hyaluronové byla přesněji zjištěna struktura této striktně lineární molekuly. 
Uronová kyselina a aminopolysacharid byly přesně určeny jako D-glukuronová kyselina 
a D-acetyl-N-glukosamin. A právě tato neustále se opakující disacharidová jednotka tvoří 
základní strukturu hyaluronanu. Spojení je vytvářeno pomocí střídání β-1,4 a β-1,3 
glykosidických vazeb (Obr. 1 A). Glukóza tvoří strukturní základ disacharidové jednotky, což 
ovlivňuje řadu vlastností hyaluronanu. Také má tato primární struktura vliv na utváření 
sekundární strukturu v roztoku. Beta konfigurace glukózy umožňuje všem objemným 
skupinám (hydroxyly, karboxylová část, anomerní uhlík na přilehlém cukru) zaujímat stericky 
výhodné pozice – ekvatoriální, rovníkové, zatímco všechny malé atomy vodíku se nachází 
v pozicích axiálních, tedy méně výhodných (Obr. 1 B) [2]. 
Při neutrálním pH jsou karboxylové skupiny převážně ionizovány, molekula hyaluronanu je 
polyaniontem, jež obsahuje jeden negativní náboj na každé druhé sacharidové jednotce. 
Neutralita je zachována pomocí kationu (většinou sodný nebo draselný ion), jenž je iontově 
vázán k hyaluronanu. 
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Obr. 1 A) Základní struktura hyaluronanu, disacharidová jednotka, glykosidické vazby 
β-1,4 a β-1,3 B) Objemné skupiny zaujímají ekvatoriální polohy (modře), axiální vodíky jsou 
značeny červeně 
Počet disacharidových jednotek v dokončené molekule hyaluronanu může dosáhnout 
10 000 i více, molekulární hmotnost činí přibližně 4 miliony daltonů (přičemž disacharidová 
jednotka má molekulovou hmotnost okolo hodnoty 400 Da). Průměrná délka disacharidové 
jednotky dosahuje téměř 1 nm. Vysoká molekulová hmotnost je příčinou tvorby extrémně 
viskózních roztoků s unikátními viskoelastickými a reologickými vlastnostmi již při nízkých 
koncentracích [3]. Díky těmto a dalším vlastnostem hyaluronan hraje důležitou fyziologickou 
roli v živých organismech a činí z něj atraktivní biomateriál pro různé lékařské aplikace. 
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2.1.1 Hyaluronan ve fyziologickém roztoku 
Chování a základní opora struktury hyaluronanu ve fyziologických roztocích je ovlivněna 
chemickou strukturou disacharidové jednotky, vnitřními vodíkovými vazbami a interakcí 
s rozpouštědlem. Poslední uvedená vlastnost je příčinou značné hydrofility hyaluronanu, který 
se proto nikdy nemůže nacházet v bezvodém stavu (Obr. 2 B). Stabilizace pomocí vodíkových 
můstků je zprostředkovávána vazbou mezi jednotlivými cukry v disacharidové jednotce – 
tedy mezi hydroxylovou skupinou D-glucuronové kyseliny a acetylovou skupinou 
D-acetyl-N-glucosaminu (Obr. 2 A) [4]. 
 
Obr. 2 A) Stabilizace molekuly pomocí vodíkového můstku mezi jednotlivými 
sacharidovými jednotkami B) Interakce s rozpouštědlem – voda 
Studiem struktury hyaluronanu ve fyziologickém roztoku byla zjištěna konformace náhodně 
svinuté stuhy a popsána tzv. červovitým řetězcovým modelem [5] (Obr. 3). Axiální atomy 
vodíku tvoří nepolární, hydrofobní tvář stuhy, zatímco boční řetězce v ekvatoriálních 
oblastech se nachází na druhé straně pásky, která je více polární, hydrofilní [2]. 
 
Obr. 3 Charakteristická konformace náhodně svinuté stuhy v roztoku. Červená strana 
stuhy představuje hydrofobní část tvořenou axiálními vodíky, ekvatoriální skupiny tvoří 
hydrofilní modrou stranu stuhy. Doména hyaluronanu [2] 
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Glykosidické vazby obsahují kyslíkový atom a spojují jeden cukr s druhým. Příslušné 
substituenty připojené na koncích O-glykosidické vazby mohou rotovat o 360°. Ze sterických 
důvodů však sacharidové jednotky nemohou zaujmout jakoukoli konfiguraci kolem 
kyslíkového atomu. Díky těmto možnostem konfigurace a enormnímu počtu vodíkových 
můstků může vzniknout velmi mnoho forem molekuly. Přesto není konfigurace molekuly 
náhodná, každá disacharidová jednotka je pootočena o 180° vůči sousedním jednotkám. Dvě 
pootočení dávají 360° a tím i původní orientaci. Z tohoto důvodu je struktura popisována jako 
dvakrát stočená šroubovice neboli „two-fold helix“ [6]. 
2.1.2 Doména hyaluronanu 
Charakteristická struktura stuhy zaujímá ve fyziologickém roztoku velký prostor – doménu 
(Obr. 3). Hmotnost hyaluronanu bez domény je velmi nízká. Důsledkem struktury domény je 
rozdílná propustnost pro menší a větší molekuly. Volná difúze přes rozpouštědlo uvnitř 
domény je umožněna molekulám vody, elektrolytům a živinám, naopak probíhá pomalejší 
difúze makromolekul přes síť a to má za následek nižší koncentraci těchto velkých molekul 
v doméně [4]. Řetězce hyaluronanu jsou v roztoku neustále v pohybu a póry v síti mění svou 
velikost. Z tohoto důvodu je statisticky možná difúze molekuly jakékoli velikosti, ale s různou 
pravděpodobností přechodu přes hyaluronovou síť [2]. 
2.1.3 Síťování hyaluronanu 
Molekuly hyaluronanu také agregují samy se sebou pomocí vazby mezi hydrofobními 
místy řetězce (hydrophobic patch). Struktura hyaluronanu má fascinující vlastnost, obě strany 
svinuté pásky jsou identické, přičemž antiparalelní. Jedna strana pásky běží v protisměru 
k druhé (Obr. 4). Oboustrannost pásky umožňuje provádět stejné procesy na obou stranách 
a umožňuje agregovat ve vodě pomocí specifických interakcí a tím vytvářet sítě, dokonce již 
při malých koncentracích [6]. 
 
Obr. 4 A a B znázorňuje molekulu hyaluronanu. Čtverce reprezentují karboxylovou a kruhy 
acetamidovou skupinu. Hydrofobní místa jsou znázorněny jako červené oblasti v řetězci. 
Obr. C představuje schéma možné interakce mezi dvěma řetězci hyaluronanu. Molekuly jsou 
si navzájem antiparalelní. Sacharidová jednotka je ohraničena tečkovanou čarou. Hydrofobní 
místa jsou opět značena červeně a přiléhají těsně k sobě [6]. 
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Za vysoké molekulové hmotnosti se hyaluronanové sítě stávají v podstatě nekonečné. 
Každá molekula haluronanu je spojena s ostatními. Při nízké molekulové hmotnosti sice dojde 
k tvorbě sítě, ale interakce mezi hyaluronovými řetězci jsou poměrně slabé a agregáty se 
mohou oddělit v závislosti na podmínkách např. teplotě [6]. 
K tvorbě sítí dochází, když úsek na hydrofobní straně pásky reverzibilně interaguje s částí 
na hydrofobní straně další molekuly hyaluronanu nebo jen v jiné oblasti stejné molekuly. 
Vzniklé sítě mají odlišné vlastnosti od izolovaných molekul hyaluronanu. Vykazují elastické 
vlastnosti, jelikož odolávají prudkému a časově krátkému proudění přes síť. Zatížení či jiné 
síly se distribuují v rámci sítě. Na druhou stranu dlouhodobý pomalý tok může částečně 
oddělit molekuly a uspořádat je, což umožní jejich pohyb, čímž se projeví viskózní vlastnosti 
(Obr. 5) [2]. 
 
Obr. 5 Ukázka viskózních a elastických vlastností roztoku hyaluronanu [2]. 
2.1.4 Metabolismus hyaluronanu 
Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamický. Buňky nacházející se v chondrocytech 
chrupavky či keranocity v epidermis neustále aktivně syntetizují a katabolizují hyaluronan. 
Syntéza je obvykle vyvážena katabolismem, čímž se udržuje konstantní koncentrace v tkáni. 
Doba života molekuly hyaluronanu v chrupavce je obvykle 2 až 3 týdny, kdežto v epidermis 
méně než jeden den. U některých buněk převládá syntéza či katabolismus hyaluronanu. 
U buněk v dermis je hyaluronan více syntetizován než rozkládán. Doba života molekuly 
hyaluronanu v krvi je velmi krátká, jen několik minut. Předpokládá se, že téměř jedna-třetina 
z celkového množství hyaluronanu v lidském těle je metabolicky odstraněna a nahrazena 
během dne [2]. 
2.1.5 Biosyntéza hyaluronanu 
Buněčná syntéza HyA je unikátní a vysoce řízený proces. Odlišuje se od syntézy ostatních 
polysacharidů, které vznikají v Golgiho aparátu, jelikož je HyA syntetizována v plazmatické 
membráně. Syntéza je přirozeně uskutečňována pomocí specifických membránových proteinů 
s názvem hyaluronansyntázy (HAS). U obratlovců můžeme nalézt tři typy: HAS1, HAS2, 
a HAS3 [3]. 
Řetězce ostatních GAG jsou prodlužovány na neredukujícím konci. Naproti tomu jednotky 
kyseliny hyaluronové jsou přidávány na redukující konec rostoucího řetězce HyA a vytváří 
velké, lineární polymery s opakující se disacharidovou jednotkou. Poté jsou transportovány 
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přímo do extracelulárního matrixu. Tento proces je umožněn pomocí enzymů 
hyaluronansyntázy, které aktivují nukleotidy cukrů jako substráty [3]. 
2.1.5.1 Bakteriální syntéza 
Ačkoliv se to může na první pohled zdát divné, některé bakterie syntetizují stejný 
hyaluronan, jaký se nachází u savců. Tyto mikroorganismy vytvořily chytrý způsob, jak 
existovat pomocí patogenního životního stylu. Bakterie typu Streptococcus pyogenes 
a Pasteurella multocida neboli lidský a zvířecí patogen jsou schopny se schovávat 
před imunitním systémem jejich hostitelů obklopením se vrstvou hyaluronanu. Stejná 
struktura hyaluronanu v našich tkáních způsobuje, že bakterie nejsou snadno rozpoznatelné 
protilátkami a umožňuje bakteriím pronikat do savčího organismu navzdory imunitnímu 
systému [7]. 
2.1.6 Degradace 
V lidském těle (obecně u savců) je hyaluronan degradován enzymaticky pomocí tří typů 
enzymů: hyaluronidázy (hyase), β-D-glukuronidázy, a β-N-acetylhexosaminidázy. Hyasy 
štěpí hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti na kratší oligosacharidy, zatímco 
β-D-glukuronidázy a β-N-acetylhexosaminidázy dále degradují oligosacharidové fragmenty 
odstraněním neredukujících sacharidových jednotek [3]. 
2.1.7  Extrakce hyaluronanu  
Pro prvotní aplikace byl tento polysacharid izolován z lidské pupeční šňůry. Teprve později 
byl získáván z hřebenů kohoutů v čisté formě a s vysokou molekulovou hmotností. Dnes se 
rozšířil způsob získávání hyaluronanu izolováním z některých druhů bakterií [3]. Kupříkladu 
se rozvíjí možnosti korigování syntézy bakterie Pasteurella pro výrobu oligosacharidů 
hyaluronanu definované velikosti a následné extrakce tohoto hyaluronanu. Tato strategie by 
mohla umožnit prozkoumat vztah velikosti hyaluronanu a jeho funkce, což může přinést nové 
poznatky na poli medicíny např. selektivní účinek v léčbě rakoviny [8]. 
2.1.8 Hyaluronan v tkáních 
Hyaluronan je přítomen u všech obratlovců, je nezbytnou součástí extracelulární matrice 
v tkáních. V některých případech je hlavní složkou, jako například ve sklivci lidského oka, 
v synoviální kloubní tekutině, ve vrstvě buněk kolem vajíčka (oocytu) před ovulací. Také je 
přítomen v hyalinní chrupavce. Hyaluronan se nachází i v dalších pojivových tkáních, jako 
jsou okolní hladké svalové buňky v aortě. Největší množství hyaluronanu je přítomno v kožní 
tkáni, dermis i epidermis (vzhledem k její značné rozloze) [3]. 
2.1.9 Aplikace hyaluronanu v medicíně a kosmetologii 
Hyaluronan hraje důležitou fyziologickou roli v živých organismech, což z něj činí 
atraktivní biomateriál pro různé lékařské aplikace. Svou vysokou molekulovou hmotností 
spojenou s viskoelastickými a reologickými vlastnostmi byl k těmto účelům předurčen. 
2.1.9.1 Oftalmologie 
První lékařský zákrok (náhrada sklivce), při kterém byl použit hyaluronan, byl proveden již 
v 50.tých letech. Od té doby se aplikace hyaluronanu v oční chirurgii neustále rozvíjí. Dnes je 
především využíván při operacích k udržení tvaru přední komory. Také je přidáván 
do některých očních kapek ke zvýšení viskozity [3]. 
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2.1.9.2 Kardiovaskulární aplikace 
HyA zvyšuje kompatibilitu kardiovaskulárních implantátů např. cévní protézy. Jeho 
použitím lze docílit snížení adhezních vlastností např. trombů či destiček. Sulfátové deriváty 
kyseliny hyaluronové působí, podobně jako heparin, proti srážlivosti [3]. 
2.1.9.3 Dermatologie, kosmetologie, plastická chirurgie 
HyA se přirozeně vyskytuje ve vysokých koncentracích v kůži a měkkých pojivových 
tkáních. Proto je vhodnou volbou pro podporu regenerace kůže. Významné je využití 
k augmentaci v plastické chirurgii (vyplň vrásek, vtažených jizev, zvětšení prsou). 
Hydrogelové filmy HyA mají schopnost hydratovat. Z těchto důvodů je úspěšně používán 
v dermatologii [3]. Produkt Hyodine vyráběn firmou Contipro Group, a.s. využívá těchto 
vlastností k dokonalejšímu hojení ran. Vychází z poznatků z jisté fáze embryonálního vývoje, 
kde hyaluronan zajišťuje optimální organizaci pojivové tkáně v místě srůstu [9]. 
2.1.9.4 Ortopedické aplikace 
Vysokomolekulární mukopolysacharidy, mezi něž patří i deriváty kyseliny hyaluronové, 
tvoří hlavní složku synoviální tekutiny u zdravého kloubu. Viskozita synoviální tekutiny je 
zprostředkovávána pomocí endogenního hyaluronanu. Ten zajišťuje lubrikační vlastnosti 
i zvýšení stability kloubu [10]. Při patologických jevech, jako je například osteoartróza, 
revmatoidní artritida, dochází ke snížení obsahu či molekulové hmotnosti hyaluronátů 
a tím zhoršení reologických vlastností synoviální tekutiny. Podstatou léčebného postupu je 
náhrada abnormální synoviální tekutiny (depolymerovaného hyaluronanu) 
vysokomolekulárním polymerizovaným hyaluronanem. Klinický účinek je poměrně 
dlouhodobý (až několik měsíců) navzdory krátkodobému setrvání kyseliny hyaluronové 
v kloubu (v řádu hodin) [11]. Příčina tkví v chování a vlastnostech hyaluronanu, který nejen 
zlepšuje viskozitu synoviální tekutiny a plní funkci jednoduché substituce, ale především 
pomocí vlastní biologické aktivity ovlivňuje funkci a charakter kloubu. Dále nitrokloubní 
hyaluronany mají funkci protizánětlivou a příznivě ovlivňují metabolismus matrix chrupavky 
[12]. Hyaluronan způsobuje prokazatelné morfologické změny (ústup zánětu, obnovu 
fyziologických poměrů), částečný návrat k normálnímu stavu synovie a tím i snížení 
bolestivosti [10]. U přípravků typu hyalgel, hyalgel forte a dalších, jenž patří do skupiny 
výživových doplňků, se předpokládá účinek hyaluronanu sodného při systémovém podání 
[13]. 
2.1.9.5 Metoda PICSI 
Zajímavé využití haluronanu je popsáno pomocí metody PICSI. Ta slouží k správnému 
výběru spermie pro následný klasický proces oplodnění ICSI (IntraCytoplasmic Sperm 
Injection), jež je založen na přímé injekci jedné spermie do cytoplazmy zralého vajíčka. 
Kdežto metoda PICSI zahrnuje i předpřípravu spermií v Petriho misce. Jedná se o proces 
fertilizace in vitro, ve kterém dochází k vazbě zralých spermií na cumulus oophorus vajíčka. 
Hyaluronan tvoří hlavní součást této vrstvy buněk a s jeho pomocí je upřednostňována 
spermie s nejkvalitnější genetickou výbavou. Tento přirozený výběr je založen na interakcích 
hyaluronanu a receptoru na hlavičce pouze zralé spermie, tím je eliminována vazba s nezralou 
spermií. Jak již bylo uvedeno výše, navázané spermie jsou dále použity v klasickém procesu 
ICSI [14]. 
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2.1.9.6 Farmakologie, cílení distribuce léčiv, využití oligosacharidů hyaluronanu 
První dvě oblasti, farmakologie a distribuce léčiv, jsou popsány v samostatné části práce, 
jež se zaměřuje na současnou problematiku. 
V poslední době se také rozvíjí využití hyaluronanu s nízkou molekulovou hmotností, spíše 
oligosacharidu. Ten je využíván pro své biologické aktivity v lidském těle. V nádorových 
buňkách indukuje apoptózu a inhibuje růst nádoru in vivo. Také tyto krátké řetězce mohou být 
užitečné pro prevenci rakoviny (rozvoje metastáz) posílením imunitní reakce [8]. 
2.2 Makromolekulární gely 
Gel je v podstatě trojrozměrná makromolekulární síť charakteristická svou makroskopickou 
velikostí a elastickými vlastnostmi. Jestliže dojde k vytvoření dostatečného množství spojů, 
může se z lineárního polymeru nebo jeho roztoku vytvořit síť. Jestliže příčina vzniku uzlů 
a tedy i sítě tkví v mezimolekulárním působení fyzikálních sil (van der Waalsovy, bipolární 
síly, vodíkové vazby), jedná se o fyzikálně síťované gely, zatímco v kovalentně síťovaných 
gelech jsou přítomny uzly vytvořené pomocí chemické reakce [15]. 
Obecně gely obsahují rozpouštědlo (v případě rozpouštědla vody se jedná o hydrogel). 
Jejich vysušením vzniká kompaktní xerogel, jehož objem je zmenšený o objem rozpouštědla. 
Pokud je ke xerogelu přidáno rozpouštědlo a dochází k procesu botnání a vzniku gelu, tak se 
jedná o vratný proces, k němuž dochází u lyofilních koloidů. Pokud není opět vytvořen gel, 
tak jde o nevratný proces, jež nastává u lyofobních koloidů. Převod gelu na polymerní roztok 
není dosažitelný u kovalentně síťovaných gelů. U termoreverzibilních gelů je přechod možný, 
jelikož vznikly ochlazením roztoku. Opětovným zahřátím lze docílit převod gelu 
na polymerní roztok [15]. 
2.2.1 Vlastnosti gelů 
Charakteristickou vlastností gelů je jejich elasticita. Při menších napětích se nedeformují 
trvale, ale vratně. Elasticita u lyogelů s vysokým obsahem rozpouštědla je zajištěna spojitou 
makromolekulární sítí, přestože difuzivita nízkomolekulárních látek je jen o něco málo nižší 
než v příslušném roztoku. Elektrická vodivost se téměř nemění u hydrogelů obsahujících soli 
v porovnání s příslušným původním roztokem. Naproti tomu u velkých molekul rozpuštěných 
v gelu (pokud jejich rozměry jsou souměřitelné se vzdálenostmi mezi uzly sítě) je difuzní 
i elektroforetická pohyblivost snížena [15]. 
2.2.2  Vznik gelů 
Proces, při kterém dochází ke vzniku gelů, se nazývá gelace. Je způsobena změnou 
fyzikálního stavu, chemickou reakcí nebo botnáním daného xerogelu. Tato práce je zaměřena 
na fyzikálně síťované gely, mezi něž patří i hyaluronové gely [15]. 
2.2.3 Fyzikálně síťované gely 
Vznikají z roztoků polymerů. Působením fyzikálních sil se úseky makromolekulárních 
řetězců sdružují a plní funkci uzlů. Spoje či uzly jsou spíše oblasti, jelikož jsou obvykle 
mnohem větší, než je tomu u kovalentních uzlů. Uzlové oblasti se vyskytují v poměrně velké 
četnosti vzhledem k délce řetězce makromolekuly a střídají se s volnými úseky, jež si 
zachovávají jisté vlastnosti jako ohebnost či tepelný pohyb. Spojné oblasti se liší vznikem, 
strukturou ale především pevností a trvanlivostí. Poslední dvě uvedené vlastnosti ovlivňují 
chování gelů, především reologické. Uzly mohou zanikat a v jiném uspořádání opět vznikat. 
Gely silného typu mají pevné spoje a svými elastickými vlastnostmi se blíží gelům 
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kovalentním. Slabé gely nejsou příliš trvanlivé a zachovávají si svou elasticitu jen při malých 
napětích [15]. 
U sítí obsahujících spojné oblasti o dlouhé životnosti je znesnadněno přeskupování řetězců 
a tím i zdokonalování struktury. Přesto probíhá tzv. zrání gelu. Tento proces je 
charakteristický reorganizací v soustavě a spojený se snížením Gibbsovy energie. Pokud vede 
ke zvýšení počtu uzlů nebo jejich funkčnosti, může dojít ke snížení botnavosti a tím 
ke zmenšení objemu gelu o vyloučené množství rozpouštědla. Tento jev je nazýván synereze 
[15]. 
2.2.4 Mechanismus vzniku a struktura – uzlové oblasti 
Fyzikální síťování se uskutečňuje různými způsoby. Tato práce je zaměřena na asociaci 
specifickými interakcemi [15]. 
2.2.4.1 Asociace specifickými interakcemi 
Vodíkové vazby patří k nejznámějším specifickým interakcím. Jejich životnost je časově 
omezena, neustále zanikají a znovu se obnovují. Síť spojená pouze vodíkovými vazbami je 
nestabilní a dochází k její deformaci. K stabilizaci je potřebná tvorba dostatečně trvanlivých 
spojení, na kterých se také musí podílet i jiné typy interakcí. Poté se vytváří sítě se stabilní 
strukturou podobné terciární nebo kvartérní struktuře bílkoviny, nejčastěji vzniká dvojitá 
nebo trojitá šroubovice. Hyaluronanu ve fyziologickém roztoku přísluší struktura popisována 
jako „two-fold helix“ neboli dvakrát stočená šroubovice. Zajímavé je, že strukturu podobnou 
dvojitě stočené šroubovici preferují také chondroitin či keratin [15]. 
2.2.5 Botnání ionogenních gelů 
Obecně je botnání proces, při kterém reverzibilní xerogel pohlcuje nízkomolekulární 
rozpouštědlo, zvětšuje svůj objem a hmotnost za vzniku lyogelu. Hyaluronové gely patří 
do skupiny ionogenních gelů. Významnou vlastností těchto sesíťovaných polyelektrolytů je 
schopnost elektrolytické disociace některých skupin v řetězci. V kontaktu s vodným 
prostředím se po jisté době ustanoví rovnováha s podobnými rysy membránové rovnováhy, 
při které je roztok polyelektrolytu oddělen od vodné fáze polopropustnou membránou. Roli 
membrány má síťovitá struktura gelu, vysokomolekulárním iontem je zde řetězec mezi dvěma 
spoji. Při botnání ionogenního gelu čistou vodou jsou v jeho síťovité struktuře přítomny 
kromě molekul vody taky protiionty, které se uvolnily při disociaci gelu. Vzhledem 
k podmínce elektroneutrality může do vodné fáze přejít jen zanedbatelné množství 
protiiontů – princip podobný Donanovým rovnováhám. Velký rozdíl koncentrací protiiontů 
v gelu a ve vodě zvyšuje tendenci molekul vody přecházet do gelu a botnat. Pro disociované 
gely je tedy botnavost mnohem vyšší ve srovnání s nedisociovanou sítí (Obr. 6) [15]. 
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Obr. 6 A) Botnání gelu vysokomolekulárního elektrolytu B) Nedisociovaný gel [15]. 
Botnání gelů polyelektrolytů je do značné míry ovlivněno hodnotou pH a přítomností 
elektrolytů v roztoku. Ve většině případů rychlost botnání s rostoucí teplotou vzrůstá. 
Ke kvantitativnímu popisu botnání xerogelů se používá stupeň nabotnání Q, objemový 
koeficient botnání Φ, někdy i botnací tlak [15]. 
2.3 Tenzidy 
2.3.1 Amfifilní struktura tenzidů 
Strukturu lze již odvodit z názvu amfifilní. Amfi pocházející z řečtiny znamená „obojí“ a 
představuje bipolární chemickou strukturu tenzidu. Molekula obsahuje nejméně dvě části. 
Jedna část molekuly je polární, mnohdy nazývaná hlava tenzidu, chvost představuje druhou 
nepolární část (Obr. 7). 
CH2
-
Nepolární část, chvost  Polární část, hlava 
 
Obr. 7 Základní struktura tenzidu 
Lyofilní hlava tenzidu má afinitu k polárnímu rozpouštědlu, kdežto lyofobní ocas není 
rozpustný v polárním prostředí a má tendenci zaujímat s tímto prostředím nejmenší možnou 
dotykovou plochu. Nejčastějším prostředím je voda, části tenzidu jsou tedy hydrofilní 
a hydrofobní [16]. 
Stupeň větvení řetězce, pozice polární skupiny a délka řetězce jsou obvykle důležité 
parametry, které ovlivňují fyzikálně chemické chování tenzidů v roztoku. Tenzidy hrají 
důležitou roli v mnoha aplikacích. Zejména jsou široce používány jako detergenční 
prostředky a nosiče aktivních látek ve farmacii [16]. 
2.3.2 Interakce na fázovém rozhraní 
Tenzidy neboli povrchově aktivní látky mají tendenci se adsorbovat na fázovém rozhraní 
již při nízké koncentraci a tím snižovat mezifázovou energii soustavy. Přičemž povrchové 
napětí se zvyšuje s rostoucí koncentrací tenzidu. Stupeň koncentrace tenzidu na rozhraní dvou 
prostředí závisí na jeho struktuře a také na vlastnostech prostředí. V případě nejběžnějšího 
rozpouštědla vody, molekuly přecházejí na vodní hladinu, kde nerozpustné hydrofobní 
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skupiny chtějí snížit dotykovou plochu s vodou, přičemž mají afinitu ke vzduchu, zatímco 
hydrofilní hlavy zůstávají ve vodné fázi, jelikož jsou v ní rozpustné. Z důvodů rozdílné 
amfifility tenzidů a různého prostředí nelze jednoznačně určit univerzální tenzid pro všechny 
aplikace [16]. 
2.3.3 Agregace tenzidů v roztoku, tvorba micel 
Tenzidy v roztoku formují agregáty – micely. K jejich tvorbě dochází při dosažení 
tzv. kritické micelární koncentrace (CMC – critical micelar concentration). Tato 
charakteristika tenzidů je důležitým jevem, jelikož dané molekuly se chovají jinak vázané 
v micele a volné v roztoku [16]. Proces je umožněn díky struktuře molekuly tenzidu s jedním 
koncem nepolárním a druhým polárním. Orientace tenzidů v micelách je závislá na okolním 
prostředí. V lyofilním (polárním) obvykle vodném prostředí se tenzidy orientují nepolárními 
řetězci dovnitř micely a polární skupinou vně, která v podstatě tvoří vnější ochranný obal 
hydrofobního jádra. Micela se v tomto případě stává polárním agregátem s vysokou 
rozpustností ve vodě. V lyofobním prostředí je tomu naopak (Obr. 8). 
 
Obr. 8 Tvorba micely 
Micely tvoří polydisperzní soustavy a tvary jednotlivých micel se liší v závislosti 
na koncentraci. Sférické micely se vyskytují, ale většinou se spíše v blízkosti CMC podobají 
nepravidelné kouli [17]. Se stoupající koncentrací roztoku dochází ke změně jejího tvaru, 
jelikož se uhlovodíkové řetězce začínají orientovat navzájem rovnoběžně. Vznikají válcovité 
útvary, za vyšší koncentrace hexagonální kapalné krystaly či může dojít k tvorbě útvarů 
podobných vrstvě, kterou tvoří lipidy v membráně. Tyto tzv. McBainovy micely jsou složené 
ze dvou vrstev, jež jsou k sobě obráceny uhlovodíkovými řetězci a polárními skupinami 
směřují ven (Obr. 9) [18]. 
 
Obr. 9 Změna tvaru micely v závislosti na koncetraci roztoku [18] 
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2.3.4 Druhy tenzidů 
Rozdělení tenzidů obvykle probíhá na základě náboje polární části tenzidu tzv. hlavy 
na neionogenní a ionogenní, mezi něž patří aniontové, kationové a amfoterní (obsahují oba 
dva druhy iontů) [16] (Obr. 10). 
CH2
-
CH3
CH3
CH3
Hydrofóbní část, chvost  Hydrofilní část, hlava 
 
Obr. 10 Dělení tenzidů na kationtové, aniontové, neiontové a amfoterní 
Neiontové tenzidy mohou tvořit shluky obsahující 1000 nebo i více molekul, 
kdežto iontové povrchově aktivní látky mají tendenci být narušovány elektrostatickým 
odpuzováním mezi skupinami jednotlivých molekul tenzidů, a proto jsou obvykle omezeny 
na skupiny menší než 100 [17]. Tato práce je zaměřena na kationtové tenzidy, přesněji CTAB. 
2.3.4.1 Kationtové tenzidy 
Většina kationtových tenzidů obsahuje kvartérní dusíkový atom nesoucí kladný náboj, to 
platí pro aminy i kvartérní amoniové soli. Kvartérní amoniové soli nejsou citlivé na změnu 
pH. Aniontové tenzidy nelze kombinovat s kationtovými, neboť se vzájemně srážejí 
na nerozpustný aglomerát. Biologická rozložitelnost je horší u aniontových tenzidů. Využití 
spočívá v antistatické úpravě vláken při praní, proto jsou obsaženy v avivážních prostředcích. 
Dále se používají do kondicionačních přípravků pro vlasovou kosmetiku. Významnou úlohu 
také plní svým mikrobicidním efektem v medicíně [16]. 
2.3.5 CTAB 
Bílá krystalická látka mnoha jmen, obvykle známá jako CTAB 
(hexadecyltrimethylammonium bromid viz Obr. 11) či cetrimonium bromid s bodem tání 
od 237 do 243 °C je rozpustná v alkoholu, vodě i mírně v acetonu. Navzdory její stabilitě 
vykazuje toxické účinky a při opakované či dlouhodobé expozici způsobuje trvalé poškození 
cílových orgánů. Také je nebezpečná pro životní prostředí, především pro vodní organismy. 
[19] 
N
+
CH3
CH3
CH3
Br
-
 
Obr. 11 Strukturní vzorec CTAB 
Tato kvartérní amoniová sůl patří do skupiny povrchově aktivních látek obsahujících 
kationt cetrimonium a je používaná hlavně pro své antiseptické a detergenční vlastnosti jako 
 20 
 
předoperační dezinfekce chirurgických nástrojů či k čištění ran. Také slouží ke srážení 
nukleových kyselin a mukopolysacharidů. Vzhledem k poměrně vysoké ceně je CTAB 
přidávána jen do některých kosmetických přípravků – můžeme ji nalézt 
např. v kondicionérech na vlasy. Cetrimonium bromid obdobně jako ostatní povrchově aktivní 
látky tvoří ve vodných roztocích micely. 
2.4 Luminiscence 
Luminiscence je jev, který vzniká při vzájemném působení záření a analyzované látky. 
Jedná se o spontánní (samovolné) záření většinou pevných nebo kapalných látek, které má 
určitou dobu doznívání – trvá i po skončení budícího účinku. Luminiscence je děj, 
při němž záření (absorbované) o kratší vlnové délce (větší frekvenci) vyvolá v látce určitého 
složení přechod elektronu do vyššího (excitovaného) stavu, kde následně dojde k přechodu 
elektronu zpět do základního stavu za současného vyzáření (emise) energie o delší vlnové 
délce (nižší frekvenci) než byla vlnová délka absorbovaného záření. 
2.4.1 Jabłońskiho diagram 
Nezářivé a zářivé přechody, které probíhají při deexcitaci molekuly, jsou často schematicky 
znázorňovány pomocí Jablońskiho diagramu (Obr. 12). Pro pochopení stavů a jevů, jež jsou 
v něm znázorněny, jsou některé pojmy vysvětleny blíže. 
Obecně je singletový stav charakteristický paralérním spinem elektronů. Stav S0 se nazývá 
základní stav, jež má nejnižší energii. Celkový spin elektronů v takové molekule je roven 
nule, multiplicita je rovna jedné (2S + 1 pro nulu dostáváme        ). S1 je jeho první 
excitovaný stav – pohlcením jistého množství energie dochází k vybuzení elektronu 
do nejbližšího, energeticky vyššího orbitalu. Stav obsahující dva nespárované, antiparalérní 
elektrony ve dvou různých orbitalech má multiplicitu rovnou 3 a je nazýván tripletový stav 
[20]. 
Molekula v excitovaném stavu může relaxovat různými konkurenčními způsoby. 
Významné jsou tři nezářivé deaktivační procesy: vnitřní konverze (IC), mezisystémová 
konverze (ISC) a vibrační relaxace a dva zářivé deaktivační procesy: fluorescence 
a fosforescence. Vnitřní konverze je nezářivý přechod mezi energetickými stavy se stejným 
rotačním stavem. Mezisystémový přechod je nezářivý přechod mezi různými rotačními stavy. 
Vibrační relaxace probíhá velmi rychle (méně než 10-12 sekund), dříve než může dojít k jiným 
deaktivačním procesům. Energie se rozptyluje ve formě tepla do rozpouštědla [20]. 
Vibrační relaxací se excitovaná molekula dostává na nejnižší hladinu příslušného stavu. 
Poté mohou molekuly přecházet na nižší singletový stav vnitřní konverzí 
nebo mezisystémovým přechodem na tripletový stav. Z nejnižší hladiny singletového 
či tripletového stavu se energie uvolňuje zářivými přechody: v případě ze singletového stavu 
– fluorescencí a z tripletového – fosforescencí. 
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Obr. 12 Jablońskiho diagram je jednoduchý obraz relativních pozic elektronových 
energetických hladin. Tři nezářivé deaktivační procesy (vlnovkou): vnitřní konverze (IC), 
mezisystémová konverze (ISC) a vibrační relaxace. Dva zářivé přechody (rovnou čarou) 
fluorescence a fosforescence. Stav S0 se nazývá základní stav a S1 je jeho první excitovaný 
stav. Stav T1 odpovídá tripletovému stavu. 
Energie se u fluorescence uvolňuje z nejnižší hladiny singletového stavu, kdežto 
z tripletového stavu při fosforescenci. Pro většinu molekul je fluorescence statisticky mnohem 
pravděpodobnější než fosforescence. Emise záření u fluorescence trvá jen několik nanosekund 
(10
-5
 až 10-8 sekundy) po zániku budícího záření, u fosforescence přetrvává déle (10-4 sekund 
až minut nebo dokonce hodin). Rozdíl spočívá v různém principu uvolňování energie. 
U fluorescence dochází k rychlé přeměně absorbovaného záření na vyzařovanou energii, 
kdežto pro fosforescenci je příznačné tzv. skladování energie, která se uvolňuje postupně. 
Tento jev je spojen s mezisystémovým přechodem mezi singletovým a tripletovým stavem 
[21]. 
2.4.2 Zářivé deaktivační přechody 
Během zářivého procesu excitované molekuly odevzdávají energii ve formě fotonu. 
Energie fotonu se rovná součinu frekvence světla ν a Planckovy konstanty h. Specifická 
frekvence zde přísluší absorbovanému a emisnímu záření a je závislá na konkrétním systému 
[22]. 
Mezi hlavní zářivé deaktivační přechody patří: 
1. fluorescence 
2. fosforescence 
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2.4.2.1 Fluorescence 
Fluorescence je emise světla látkou, která pohltila světlo nebo jiné elektromagnetické 
záření o různých vlnových délkách. Fluorescenční molekuly jsou nazývané fluorofory. 
Excitace: 
*
10 ShS ex    (1)
 
Emise:  
)(0
*
1 teploenergieztrátahSS em    (2)
 
Ve většině případů vyzařované světlo má delší vlnovou délku a nižší energii, 
než absorbované záření. Může nastat i emise záření s kratší vlnovou délkou, pokud by bylo 
absorbované elektromagnetické záření dosti intenzivní, aby byl elektron schopen absorbovat 
dva fotony. Excitované molekuly mohou také předat energii jiné molekule, která přejde 
do excitovaného stavu a fluoreskuje. Tento proces je používán k výrobě různých barev. 
Nejvýraznější fluorescence můžeme docílit při absorpci v ultrafialové oblasti spektra. 
Vyzařované světlo je potom ve viditelné oblasti [22]. 
Emisní spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při konstantní vlnové 
délce budícího záření. Excitační spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce 
při konstantní vlnové délce emitovaného záření. Absorpční spektrum a fluorescenční 
spektrum jsou si navzájem zrcadlově symetrické. Platí pro velké množství organických 
molekul. Tento jev je způsoben především stejnou strukturou příslušných pásů v S0 a S1 ale 
také tím, že absorpce i emise z odpovídajících si vibračních hladin mají stejnou relativní 
pravděpodobnost. Rozdílu v energiích mezi maximy absorpčního a emisního pásu se říká 
Stokesův posuv (Obr. 13). Výjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle důsledkem 
rozdílného geometrického uspořádání atomových jader v excitovaném stavu oproti uspořádání 
ve stavu základním [22]. 
 
Obr. 13 Zrcadlová symetrie absorpčního a fluorescenčního pásu 
2.4.2.2 Zhášení fluorescence 
Zhášení fluorescence lze definovat jako bimolekulární proces, jelikož dochází k přenosu 
energie z jedné molekuly na druhou. Snižuje se kvantový výtěžek fluorescence, přičemž 
nedochází ke změně fluorescenčního emisního spektra. Může být důsledkem různých procesů. 
Srážkové (dynamické) zhášení nastává, když je fluorofor v excitovaném stavu deaktivován 
(neboli dochází k relaxaci stavu nezářivým návratem do základního stavu) při srážce 
s molekulou zhášeče. Molekuly nejsou při tomto procesu chemicky změněny na rozdíl 
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od statického zhášení, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhášeče vytváří nefluorescenční 
komplex [22]. 
2.4.2.3 Fluorescenční sondy, excimery 
V práci byly využity dvě fluorescenční sondy: pyren a P3P. Patří mezi polyaromatické 
uhlovodíky s vysokou symetrií. Vibrační struktura emisního spektra pyrenu je v koloidních 
roztocích dobře rozlišitelná. Spektrum obsahuje 5 píků (Obr. 17) odpovídajících vibračním 
přechodům. První, třetí a pátý pík (přechody 0-0, 0-2 a 0-4) spektra jsme schopni většinou 
určit. Hodnota poměru intenzit prvního (I1) a třetího (I3) maxima (emisní polaritní index, 
EmPI) se využívá pro stanovení CMC, poměrem 1:3 lze vyjádřit polaritu okolí pyrenu. 
Jelikož lze zjistit hodnotu CMC i vývoj polarity okolí sondy, je výhodné využít pyren 
pro agregační studie [23]. 
Dále se také sondy využívají pro stanovení viskozity okolí sondy. Velikost molekul 
prostředí a sondy je přibližně stejná, z tohoto důvodu se zavádí pojem mikroviskozita. Pro její 
stanovení je možno použít např. metodu, při které dochází ke změně emisních pásů (tvorba 
inter- nebo intramolekulárních excimerů). Intermolekulární excitovaný dimer neboli excimer 
(exiplex pokud se jedná o 2 různé molekuly) je komplex molekul, z nichž jedna molekula je 
v základním a druhá v excitovaném stavu (pro pyren Obr. 15). Intenzita intermolekulárních 
excimerů je nepřímo úměrná viskozitě. Tvorba takového komplexu způsobuje zhášení 
fluorescence. Mezi zástupce patří např. sonda pyren (Obr. 14). Emisní pásy excimerů 
pro sondu pyren jsou znázorněny na Obr. 17. [23]. 
Intermolekulární excimery fungují na poněkud jiném principu než intramolekulární 
excimery. P3P (Obr. 16) patří mezi sondy, které tvoří excimery. Obsahuje dvě fluorescentní 
skupiny, jež jsou spojeny jednoduchým můstkem. Excimerová emise je dominantní 
ve fluidním prostředí. Fluorescence monomeru se zvyšuje se zvyšující viskozitou [23].
 
Obr. 14 Molekula pyrenu 
 
Obr. 15 Excimer pyrenu 
 
Obr. 16 Bispyrenylpropan, 1,3-bis(pyren-1yl)propan (P3P) 
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Obr. 17 Fluorescenční spektrum monomeru a excimeru pyrenu; ukázka píků (maxima 
intenzit fluorescence) příslušejících emisnímu spektru monomeru (1-5 pořadí píků); a-d 
znázorňují emisní pásy excimerů, kde a má nejvyšší intenzitu fluorescence a d nejnižší. 
2.4.1.5 Fosforescence 
Fosforescence patří mezi deaktivační procesy. Absorbovaná energie fotonu prochází 
intersystemovým přechodem ze singletového (S1) do tripletového stavu (T1) a poté 
do základního stavu (S0) s rozdílnou multiplicitou. Díky tomuto tzv. zakázanému stavu 
(s odlišnou multiplicitou) dochází k zadržování energie, která se uvolní až po delší době 
od vzniku excitovaného stavu. 
Obecně platí rovnice:  hSTShS ex  0
*
1
*
10  (3)
 
2.5 Současná řešená problematika 
2.5.1 Farmakologie a cílená distribuce léčiv 
Lidský organismus je jedinečný systém, který je tvořen mnoha soustavami s různými 
funkcemi. Složité procesy probíhající v každé buňce těla jsou navzájem propojeny. Selhání 
jednoho na první pohled nedůležitého děje může mít za následek trvalé poškození orgánů či 
smrt. V obecném povědomí je zdraví člověka spojené s jeho imunitním systémem. Tento fakt 
není úplně medicínsky přesný. Funkce buněk a tedy i lidského organismu je ovlivněna řadou 
jiných faktorů. Přesto lze říci, že snížení obranyschopnosti či úplné selhání imunitního 
systému je spojeno se vznikem či rozvojem mnoha nemocí např. tumoru buněk. 
Buňky jsou chráněny celou řadou obranných mechanismů. Navzdory tomu je nádorová 
buňka schopna uniknout, „schovat se” před imunitním systémem. Ztráta kontroly dělení, 
spojená s poruchou diferenciace buněk, způsobuje vznik nádorů. Proces buněčného dělení 
všech buněk tedy i nádorových narušují cytostatika. Vedlejší účinek těchto léčivých látek 
spočívá v poškozování zdravých buněk organismu. Těmto nežádoucím účinkům lze předejít 
cílenou distribucí cytostatických látek přímo do nádorových buněk. Při podávání léků běžným 
způsobem (perorálně, intravenózně) se látka dostává přes krevní oběh do celého těla a pouze 
malé procento z celkového množství léku dosáhne postiženého orgánu. Naproti tomu cílená 
distribuce léků (targeted drug delivery system) je proces, který by měl vést ke zvýšení 
koncentrace léku v určeném místě vzhledem k okolním tkáním. Tím se zvyšuje účinnost léku 
a snižují se vedlejší účinky. Tento způsob se využívá k léčbě některých nemocí, a jak již bylo 
řečeno, předpokládá se uplatnění především na poli medicíny v léčbě rakoviny, avšak 
prozatím se proces a s ním i spojený úspěch nachází ve stádiu vývoje a výzkumu [24]. 
 25 
 
2.5.2 Hyaluronan při tvorbě biomateriálů 
Kombinace jedinečných fyzikálně-chemických vlastností a biologických funkcí 
hyaluronanu v lidském těle umožňuje jeho využití jako důležitý výchozí materiál pro přípravu 
nových biokompatibilních a biodegradovatelných polymerů. Ty jsou aplikovatelné 
při podávání  léků, v tkáňovém inženýrství či procesu viskosuplementace. Na druhou stranu 
špatné biomechanické vlastnosti hyaluronanu způsobují problémy při tvorbě nových 
biomateriálů [25]. 
V oblasti cílené distribuce léčiv se předpokládá využití hyaluronanu jako nosiče léčiva. 
Klíčové jsou interakce karboxylových a hydroxylových skupin na jeho řetězci, či mohou být 
také léčiva uzavírána do micel. Samozřejmě vzniklý komplex musí být kompatibilní 
s lidským organismem, proto je nezbytná jeho distribuce ve fyziologickém roztoku, přesněji 
v roztoku NaCl o koncentraci přibližně 0,15 mol·l-1. Bohužel je tento fakt pro cílenou 
distribuci léčiv z mnoha hledisek nežádoucí. Přítomnost NaCl v roztoku znesnadňuje 
uvolňování Na+ iontů z molekuly HA ve srovnání se vzorkem ve vodě. Vlivem 
elektrostatických sil dochází k deformaci řetězců a vytvoření nevhodné prostorové struktury, 
čímž jsou blokována vazebná místa. Metoda cílené distribuce léčiv s využitím hyaluronanu 
jako nosiče léčiva se musí vypořádat s řadou dalších problémů. Jak již napovídá název 
procesu, je nutná distribuce léčiva do cílené tkáně neboli přímá interakce se specifickým 
místem účinku. Také je vyžadována dostatečně pevná vazba mezi léčivem a polymerem, 
aby nedocházelo k předčasnému rozpuštění nebo odstranění z cílených oblastí. Rovněž 
při degradaci nesmí vznikat toxické látky pro organismus [25]. 
2.5.3 Hydrogely jako nosiče léčiv 
Hydrogely jsou tří-dimenzionální sítě polymerů. Jsou vytvářeny v různých fyzických 
formách – destičky, mikročástice, nanočástice, nátěry či filmy. Z tohoto důvodu jsou 
hydrogely používané v mnoha aplikacích – v klinické praxi, experimentální medicíně 
a dalších Hoare T. R., Kohane D. S. [26]. 
Jedinečné fyzikální vlastnosti hydrogelů způsobují zájem o jejich využití v cílené distribuci 
léčiv. Jejich vysoce porézní struktura umožňuje ukládání  léčiv do matrix gelu a jejich 
následné uvolňování v regulovatelné výši – závislé na velikosti molekuly (rozdíl v přestupu 
malé molekuly nebo makromolekuly přes síť). Výhoda hydrogelů spočívá 
ve farmakokinetických účincích, jelikož mohou tzv. „skladovat“ léčivo, 
které se proto uvolňuje pozvolněji a zachovává tak vysokou lokální koncentraci léčiva 
po delší dobu. Hydrogely jsou také obecně vysoce biokompatibilní. Tato vlastnost je 
podporována vysokým obsahem vody hydrogelů a jejich fyzikálně-chemickou podobností 
s nativní extracelulární matrix. Hydrogely jsou biologicky rozložitelné pomocí enzymů 
či v závislosti na okolním prostředí (např. pH, teplota, nebo elektrické pole) Hoare T. R., 
Kohane D. S. [26]. 
I přes řadu výhodných vlastností mají hydrogely několik omezení. Nízká pevnost v tahu 
hydogelů může způsobit jejich předčasné rozpuštění nebo odstranění z cílených oblastí. Další 
nevýhoda spočívá v ukládání léčiv do hydrogelů, jelikož množství a homogenita léčiva může 
být omezena. Také vysoký obsah vody a velké velikosti pórů některých typů hydrogelů 
mohou mít za následek relativně rychlé uvolňování léčiv. Tento jev lze omezit zvýšením 
interakce mezi aktivní látkou a gelem nebo zvýšením difúzní bariéry, čímž se docílí snížení 
uvolňování léčiva z hydrogelu. K posílení vazby mezi léčivem a hydrogelem slouží fyzikální i 
chemické vazby. Také u mnoha hydrogelů může být problematické použití – nejsou 
dostatečně deformovatelné pro aplikaci injekčně a vyžadují chirurgickou implantaci. Každý 
z těchto aspektů omezuje praktické využití hydrogelu. Z tohoto důvodu jsou hledány 
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optimální vlastnosti hydrogelů pro snadnou aplikaci v klinické praxi či v procesu cílené 
distribuce léčiv Hoare T. R., Kohane D. S. [26]. 
2.5.4 Interakce polymer-tenzid 
Polymer-tenzidové interakce ve vodném roztoku jsou další rychle se rozvíjející oblastí 
výzkumu. Touto problematikou se také v mnoha článcích zabývali Thalberg K. a spol. 
Pomocí metod, jako jsou fázová separace, vodivost, NMR a solubilizace barviv, byla 
zkoumána interakce hyaluronanu (sodná sůl NaHy) s alkyltrimethylamonium bromidy 
o různých délkách řetězce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlíků). Z výsledků vyplývá, že pouze tenzidy 
obsahující 10 a více uhlíků v alkylovém řetězci mohou interagovat s hyaluronanem. Interakce 
je velmi závislá na délce řetězce tenzidu, na druhou stranu molekulová hmotnost polymeru 
na ni nemá téměř žádný vliv. Také hydrofobicita, flexibilita polymeru a velikost hlavní 
skupiny tenzidu je důležitá. Vazba je podstatně slabší než v případě většiny jiných 
polyelektrolytů, to je pravděpodobně dáno nízkou lineární hustotou náboje na řetězci 
hyaluronanu [5]. Přesto pro systémy polyelektrolyt – opačně nabitý tenzid je interakce 
výrazně posílena elektrostatickou interakcí mezi nimi. Molekuly tenzidů formují 
„micelle-like“ agregáty (uskupení podobné micelám), které se adsorbují na polymerním 
řetězci. Tato struktura je označována jako "pearl-necklace", jelikož připomíná náhrdelník 
tvořený perlami. K tomuto tenzidovému vázaní na polymer dochází v jisté poměrně dobře 
definované tenzidové koncentraci, tzv. kritické agregační koncentraci (CAC), která je vždy 
nižší než kritická micelární koncentrace (CMC) [27]. Zpočátku je vazba velmi kooperativní, 
např. další přidávaný tenzid zvyšuje koncentraci vázaného tenzidu, zatímco koncentrace 
volných monomerů tenzidů je téměř konstantní. Následné zvyšování množství tenzidu 
způsobuje postupné „zastavení“ vázání tenzidu na Hy a zvyšování koncentrace volných 
monomerů tenzidu až k dosažení jisté koncentrace, kdy se začnou objevovat v roztoku volné 
micely. Tvorba volných micel před jejich navázáním na hyaluronan je energeticky 
preferována tenzidy s kratším řetězcem. „Micelle-like“ uskupení adsorbující se 
na polymerním řetězci jsou menší než odpovídající volné micely [5]. 
Také pro zředěné roztoky platí struktura perlového náhrdelníku a k fázové separaci snadno 
dojde na základě tenzidové vazby na Hy. Ve zředěných roztocích je významná vazebná 
interakce tenzidu na polyelektrolyt, hustota náboje, délka řetězce tenzidu, teplota a přídavek 
soli. Je známo, že neiontové povrchově aktivní látky neposkytují žádné nebo velmi slabé 
interakce s polymery [28]. 
Thallberg K. a spol. se zabývali fázovým chování systému TTAB-HyA-voda. K popisu 
systému slouží fázový diagram, jehož charakteristickým znakem je dvoufázová oblast 
ve tvaru kapky příslušející vodě, jež má začátek v rohu diagramu a je zcela uzavřena 
jednofázovým regionem. Její tvar je nesymetrický, z tohoto důvodu roztok koncentrovaného 
polyelektrolytu je schopen rozpustit značně velké množství tenzidu. Na druhou stranu 
koncentrovaný roztok tenzidu se po přidání elektrolytu téměř ihned fázově separuje [28]. 
Fázové diagramy byly zkoumány pro různé délky alkylových řetězců kationového tenzidu 
(typu alkyltrimethylammonium bromid) a také byl zjišťován vliv molekulové hmotnosti 
hyaluronanu. K popisu slouží opět pseudo fázový diagram obsahující 3 komponenty – vodu, 
kationtový tenzid a NaHy. Jednotlivé fáze jsou umístěny ve vrcholech tohoto trojúhelníku. 
Jak již bylo popsáno výše, důležitou oblastí je dvoufázový region ve tvaru kapky příslušející 
vodě. Čím delší jsou uhlovodíkové řetězce povrchově aktivní látky, tím větší je dvoufázová 
oblast ve fázovém diagramu. Změnou molekulové hmotnosti polysacharidu se jen mírně 
 27 
 
změnila pozice dvoufázového regionu. Na tomto modelu je založeno mnoho dalších studií 
[29]. 
Objektem zájmu výzkumné skupiny bylo fázového chování vodných systémů polyakrylátu 
sodného (NaPA) a kationtových povrchově aktivních látek typu alkyltrimethylamonium 
bromid (CnTAB). Fázová separace nastává v určitém intervalu koncentrace tenzidu. Při velmi 
nízké koncentraci, řetězce polyakrylátu mohou vázat značné množství tenzidu, zatímco vyšší 
koncentrace NaPA způsobuje fázovou separaci již při nízkém stupni vazby tenzidu 
na polymer. Fázová separace byla nejzřetelnější v roztocích obsahujících ekvimolární 
množství nábojů povrchově aktivní látky a polyelektrolytu. Sraženina mohla být v některých 
systémech rozpuštěna přidáním jistého množství tenzidu. Tato práce byla především 
vypracována za účelem určení vlivu hustoty náboje polyelektrolytu, neboli byly zkoumány 
rozdíly ve fázové separaci u jednotlivých druhů polyelektrolytů. Separace fází se řídí stejnými 
mechanismy. Avšak byla zaznamenána větší plocha dvoufázového regionu pro systém 
obsahující NaPA. To je dáno vyšší lineární hustotou náboje PA ve srovnání s hyaluronanem. 
Kupříkladu při pH 7 je přibližně třikrát vyšší než u NaHy. Tento fakt také koresponduje 
se zjištěním, že u systému NaHy-C8TAB nedochází k fázové separaci [30]. 
Autor a spol. se také zabývali účinky přidání jednoduchých solí (NaBr) v různých 
koncentracích do systému, který obsahuje aniontový polysacharid hyaluronan sodný (NaHy) a 
kationtový tenzid tetradecyltrimethylammonium bromid (C14TABr). Bylo zjištěno, že při 
absenci přidávané soli nastane separace - jedna zředěná fáze a jedna koncentrovaná 
v polyelektrolytu i v tenzidu. Přidání nízkých koncentrací NaBr vede ke zmenšení velikosti 
dvoufázové oblasti, při 250 mM NaBr k fázové separaci již nedochází. Při vysokých 
koncentracích NaBr (1500 mM) dochází také k fázové separaci, ale jedná se o úplně jiný typ 
od pozorovaného při nulové nebo nízké koncentraci soli. Zahrnuje separaci na roztok bohatý 
na tenzid a roztok bohatý na polymer. Jednou z možností, jak prezentovat dané typy systémů, 
je fázový diagram ve tvaru pyramidy. Výsledky naznačují zvýšení CAC se zvýšenou 
koncentrací soli. Přičemž dochází k přesně opačnému vlivu soli na CMC povrchově aktivní 
látky v nepřítomnosti polyelektrolytu. Interakce mezi povrchově aktivní látkou a 
polyelektrolytem se snižuje přidáním soli (lze odhadnout z rozdílu mezi CAC a CMC). 
Valence (mocenství) použité soli je významné, např. vyšší mocenství zapříčiňuje větší snížení 
interakce. Tyto výsledky poukazují na fakt, že velká část interakcí je elektrostatické povahy. 
Přidání určitého množství NaBr může zcela potlačit oddělení fází. Tato koncentrace soli, tj. 
kritická koncentrace elektrolytu, CEC, se zvyšuje se zvyšující se délkou řetězce tenzidu [27]. 
Ke studiu interakce hyaluronanu a alkyltrimethylamonium bromidů byla využita 
fluorescenční spektroskopie. Při měření byl použit pyren jako sonda. Bylo zjištěno, že 
přítomnost hyaluronanu v roztoku tenzidu nemá téměř žádný vliv na příslušná fluorescenční 
spektra pyrenu. Z těchto identických obrazců lze vyvodit podobnost struktury micely 
v roztoku bez a s hyaluronanem. Kritická agregační koncentrace (CAC) je pouze mírně nižší 
než kritická micelární koncentrace (CMC). Agregační čísla pro micely se téměř nemění 
v závislosti na přítomnosti hyaluronanu. Studie se také zabývá „fluorescence lifetime” – 
průměrnou dobou, kdy molekula zůstává v excitovaném stavu, než vyzáří foton. Pro pyren se 
tento časový úsek zvyšuje interakcí mezi tenzidy a polyelektrolytem, což je dáno schopností 
polyelektrolytu přemístit bromidové ionty z tenzidu. Nárůst je mnohem vyšší pro tenzidy 
obsahující delší uhlíkový řetězec [31]. 
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2.5.5 Interakce hyaluronanu a kationaktivního tenzidu, jeţ vede k formaci gelu 
Talberg K. a spol. také zabývali interakcí hyaluronových gelů s opačně nabitým tenzidem. 
V tomto článku se především zaměřili na popis systému obsahující NaHy a tenzidy typu 
alkyltrimethylamonium bromid s 10-14 uhlíky v alkylovém řetězci. Pozorováním těchto 
systémů bylo zjištěno, že přidáním tenzidu o jisté koncentraci dochází ke vzniku kalné 
dvoufázové disperze, u níž postupně dochází k makroskopickému oddělení fází. Výsledkem 
jsou dvě jasně izotropní fáze – vrchní supernatant je velmi řídký a jeho viskozita je podobná 
vodě, zatímco spodní fáze je poměrně tuhá, vysoce viskózní a proto byla nazvána gelová [32]. 
Disperze může být rozpuštěna přidáním jednoduchých elektrolytů (NaBr) nebo přidáním 
velkého přebytku povrchově aktivní látky do systému. K popisu chování těchto systémů opět 
slouží pseudofázový diagram obsahující 3 komponenty – v tomto případě vodu, kationtový 
tenzid a NaHy. Koncentrované fáze jsou umístěny na pravé a zejména na horní straně 
dvoufázového regionu, zatímco zředěné fáze se nachází v blízkosti rohu vody, proto obsahují 
velmi malé množství polyelektrolytu. Linky v dvoufázovém regionu směřují od rohu vody 
směrem ke straně NaHy-CTAB fázového diagramu – hyaluronan a tenzid raději formují 
koncentrované fáze spolu. Hlavním důvodem tohoto chování je elektrostatická interakce 
mezi nimi. Převládající roli elektrostatické interakce lze dokázat přidáním jednoduchých solí, 
jež inhibují oddělení fází [32]. 
Všechny gely, jež byly prezentovány v této studii, jsou průhledné a izotropní. Pomocí 
solubilizační metody lze zjistit, že gely obsahují hydrofobní domény. Princip je založen 
na ve vodě rozpustném barvivu, které se snadno solubilizuje do gelové fáze, čímž ji obarví. 
Metoda NMR (nukleární magnetická rezonance) je použita pro získání struktury micelle-like 
agregátů v gelu. V současné době se také provádí reologická měření pro další objasnění 
vztahu mezi složením gelu a reologií [32]. 
3 MATERIÁLY A METODY 
3.1 Materiály 
Hyaluronan: HyA M= 300 kDa, nativní, CPN, šarže 160708-E1 
 M= 700 kDa, nativní, CPN, šarže 061007-7-D3 
 M= 1,46 MDa, nativní, CPN, šarže 141008-E1 
 M= 2 MDa, nativní, CPN, šarže 208106 
Tenzid: CTAB, cetyltrimethylammonium bromide, CAS: 57-09-0, 
Sigma-Aldrich, Ultra ≥ 99,0 %, šarže 200-311-3 
N
+
CH3
CH3
CH3
Br
-
 
Rozpouštědla:  Milli-Q voda, Milipore Academic 
 Aceton, CAS: 67-64-1, LachNer s.r.o., p.a. 
 NaCl, chlorid sodný, CAS: 7647-14-5, LachNer s.r.o., p.a. 
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Fluorescenční sondy: Pyren, CAS: 129-00-0, Fluka GmbH, šarže: 430166/1, pro fluorescenci 
 
 1,3-bis(pyren-1yl)propan, (P3P), CAS: 61549-24-4, Invitrogen, Inc., 
šarže: 45B1-2, pro fluorescenci 
 
 Prodan, N,N-dimethyl-6-propionyl-2-naftylamin, CAS: 70504-01-7, 
šarže: 445882/1, Fluka GmbH, pro fluorescenci 
CH3
N
CH3
CH3
O
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3.2 Metody 
3.2.1 Příprava vzorků 
Byly připraveny zásobní roztoky tenzidu CTAB o různé koncentraci a hyaluronanu 
s odlišnou molekulovou hmotností a různou koncentrací. Jako rozpouštědlo byl použit 0,15 M 
roztok NaCl, jež představuje fyziologický roztok. Navážené množství látky CTAB bylo 
převedeno do zásobní lahve a přidán roztok NaCl. Zásobní roztoky hyaluronanu byly 
připravovány s menší obměnou. Hyaluronan byl navažován rovnou do zásobní lahve 
na předvážkách a doplněn roztokem NaCl na 50 g. Zásobní roztoky tenzidu CTAB i 
hyaluronanu byly ponechány míchat 24 hodin. 
Dále byly připravovány zásobní roztoky fluorescenčních sond (pyren, P3P a prodan). 
v těkavém rozpouštědle acetonu. Následně byly sondy použity k přípravě zásobních roztoků 
tenzidu CTAB v soli s příslušnou fluorescenční sondou. Do zásobní lahve byl napipetován 
1 ml roztoku fluorescenční sondy v acetonu (             . Rozpouštědlo (aceton) bylo 
odpařeno v digestoři. Poté bylo 100 ml 200 mM roztoku tenzidu CTAB nalito na odparek 
sondy. Zásobní roztoky hyaluronanu v soli byly skladovány v lednici při teplotě 4°C. Zásobní 
roztoky tenzidu CTAB v soli obsahující sondu či ne byly uchovávány při laboratorní teplotě. 
3.2.2 Gelace 
Při přípravě gelů byly použity zásobní roztoky tenzidu, tenzidu s příslušnou sondou a 
hyaluronanu. Mísení probíhalo ve zkumavkách o celkovém objemu vzorku 6 ml. Prvně byl 
napipetován příslušný objem tenzidu, poté přidán roztok hyaluronanu. Zkumavka s roztokem 
byla protřepána a nechána odstředit. Ve zkumavce došlo k separaci dvou fází. Ve spodní části 
se nacházel gel, nad ním supernatant (Obr. 18). Takto připravené zkumavky obsahující vzorky 
vzniklé smísením původního roztoku tenzidu se sondou a hyaluronanu byly použity 
pro metodu fluorescenční spektroskopii. U zkumavek se vzorky neobsahující fluorescenční 
sondu byla následně odlita vrchní fáze a zbylý gel ve zkumavce převeden na předem 
zváženou Petriho misku. Ta byla s gelem opět zvážena. 
 
Obr. 18 Detailní ukázka vzniklého gelu (spodní část) a supernatantu (vrchní fáze) 
ve zkumavce obsahující vzorek vzniklý smísením původních roztoků: 2% roztok HyA v soli 
o molekulové hmotnosti 700 kDa a 200 mM roztok tenzidu CTAB v soli. 
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3.2.3 Příprava sušiny 
Gely připravené podle předchozího postupu (Obr. 19) byly dány na Petriho misce 
do sušárny. Ta byla nastavena na 60 °C, jelikož za vyšší teploty dochází k degradaci 
hyaluronanu. Vzorky byly ponechány v sušárně přibližně 3-4 hodiny. Byly získány bílé 
sušiny. Poté byly přeneseny do exsikátoru na dosušení. Po 24 hodinách byly sušiny na Petriho 
miskách vyjmuty a zváženy (Obr. 20). 
 
Obr. 19 Petriho miska s gelem, jež byl 
vytvořen ze směsi obsahující 0,5% roztok HA 
v soli o molekulové hmotnosti 2 MDa a 
50 mM roztok tenzidu CTAB v soli. 
 
 
Obr. 20 Petriho miska se sušinou, jež byla 
získána vysušením gelu, který byl připraven 
ze směsi obsahující 0,5% roztok HA v soli 
o molekulové hmotnosti 300 kDa a 50 mM 
roztok tenzidu CTAB v soli. 
3.2.4 Botnání 
Pro proces botnání byl připraven exsikátor, z něhož byly vyjmuty hygroskopické částečky 
a místo nich použit nasycený roztok NaCl. Tento roztok udržuje stálou hladinu vlhkosti 
vzduchu přibližně na 75-76 %. Po několikatýdenním pozorování vzorků byla tato vlhkost 
shledána nedostatečnou pro botnání. Roztok NaCl byl vyměněn za roztok vody. Při botnání 
docházelo k difúzi vlhkosti, neboli opětovnému nabírání vody látkou (sušinou). Po dosažení 
tzv. zgelovatění byly vzorky v exsikátoru ponechány ještě jeden den (Obr. 21). 
 
Obr. 21 Petriho miska s xerogelem, původní směs obsahovala 2% roztok HyA v soli 
o molekulové hmotnosti 2 MDa a 50 mM roztok tenzidu CTAB v soli. 
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3.2.5 Fluorescenční spektroskopie 
3.2.5.1 Instrumentace 
Na obrázku Obr. 22 můžeme vidět přístroj Fluorolog, na kterém bylo provedeno měření 
předem připravených gelů ve zkumavkách (viz kapitola 3.2.2 Gelace). Zařízení bylo upraveno 
(Obr. 23), tak aby bylo možné vzniklý gel měřit přímo ve zkumavkách. Vzorek byl upevněn 
dle Obr. 24 a zakryt upravenou krabicí kvůli eliminaci světla z okolí. Základní schéma 
hlavních komponent přístroje Fluorolog odpovídá struktuře obecného spektrofluorimetru. 
Xenonová výbojka, zde slouží jako zdroj světla, jenž se poté dostává do další části přístroje – 
excitačního monochromátoru. Ten zde slouží k vymezení konkrétně vybrané vlnové délky 
excitačního záření, jež je následovně vedeno přes optický kabel a dopadalo na vzorek. Světlo 
emitované vzorkem bylo snímáno a vedeno pomocí dalšího optického kabelu (optické kabely 
byly umístěny vhodným způsobem, aby svíraly mezi sebou pravý úhel) do emisního 
monochromátoru. Ten vymezuje vlnovou délku záření, které následně dopadá na detektor. 
Výstupem měření je pak fluorescenční spektrum – emisní či excitační. 
 
Obr. 22 Přístroj Fluorolog 
 
Obr. 23 Kryt sloužící ke snížení intenzity 
dopadajícího světla
 
Obr. 24 Zkumavka obsahující vzorek 
vzniklý smísením původních roztoků: 2% 
roztok HyA v soli a 200 mM roztoku CTAB 
v soli se sondou (pyren), poměr vazných 
míst HyA:CTAB je 1:20 
 
Obr. 25 Detailní ukázka zkumavky 
se vzorkem z obrázku 23 
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4 MĚŘENÍ, VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Fázová separace – vliv poměru vazných míst, charakter fází 
V první části práce byl sledován vliv poměru vazných míst na fázovou separaci roztoku (vznik 
gelu). Příslušný poměr vazných míst byl vypočten jako podíl koncentrace skupin COO- na řetězci 
HyA a koncentrace tenzidu CTAB (obsahuje kationt cetrimonium). 
HyA je složen z opakující se disacharidové jednotky. Molární hmotnost jedné 
disacharidové jednotky činí přibližně 400 g∙mol-1 (Da). Na každou takovou jednotku připadá 
jedna skupina COO
−
. Předpoklad pro výpočet vazných míst je 100% disociace všech skupin. 
Tabulka č. 1:Poměr vazných míst HyA a CTAB (koncentrace skupin COO- na řetězci HyA a 
koncentrace tenzidu CTAB – výchozí roztok byl 200 mM) pro 2% roztok HyA o různé 
molekulové hmotnosti 
 Poměr vazných míst 
 2% HA 1,46 MDa 
(popř. 300 kDa) 
CTAB 200 mM 
1. zkumavka 1 4 
2. zkumavka 1 1 
3. zkumavka 4 1 
 
Obr. 26 Zkumavky č. 1, 2, 3 obsahují vzorky vzniklé smícháním výchozích roztoků: 
2% roztok HyA o molekulové hmotnosti 300 kDa a roztok tenzidu CTAB (200 mM); výchozí 
roztoky pro následující 3 vzorky (4, 5, 6): 2% roztok HyA (1,46 MDa) a roztok CTAB 
(200 mM); poměry vazných míst HyA a CTAB jsou znázorněny na fotografii. 
U prvního vzorku (popř. vzorku 4) byla pozorována separace fází – vrchní supernatant měl 
podobnou konzistenci jako voda, zatímco spodní fáze se jevila poměrně tuhá, vysoce viskózní 
– gelová. Roztok ve zkumavce č. 2 (popř. č. 5) se separoval jen částečně. Ke vzniku gelu sice 
došlo, ale vrchní fáze nebyla čirá – supernatant nejspíš obsahoval i hyaluronan. Vzorek v třetí 
zkumavce (popř. zkumavce č. 6) se nacházel ve formě viskózního roztoku a k oddělení fází 
nedošlo. Z pozorování lze vyvodit, že ve třetí zkumavce nebylo dostatečné množství tenzidu 
(vazných míst) k vytvoření gelu. Ve zkumavce č. 2 je počet vazných míst ekvivalentní, 
teoreticky by měla nastat úplná fázová separace. 
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Pro další měření bylo použito vhodných poměrů vazných míst HyA a CTAB. 
Tabulka č. 2: Poměr vazných míst HyA a CTAB – 2% roztok HyA o molekulové hmotnosti 
1,46 MDa (popř. 300 kDa) a 200 mM roztok tenzidu 
 Poměr vazných míst HyA:CTAB 
 2% HyA 1,46 MDa (popř. 300 kDa) CTAB 200 mM 
1. vzorek 1 4 
2. vzorek 1 10 
3. vzorek 1 20 
4. vzorek 1 50 
 
Obr. 27 Zkumavky obsahují vzorky vzniklé smícháním výchozích roztoků: 2% roztok HyA 
o molekulové hmotnosti 1,46 MDa a 200 mM roztok tenzidu CTAB v různých poměrech 
vazných míst HyA:CTAB(znázorněny na fotografii). 
Fázová separace nastala u všech vzorků obsahující HyA o molekulové hmotnosti 
1,46 MDa. Ve zkumavkách obsahující HyA 300 kDa došlo ke vzniku gelu jen u prvních třech 
vzorků, přičemž třetí zkumavka byla odstředěna dvakrát. U vzorku č. 4 nenastala fázová 
separace pravděpodobně vlivem nízké molekulové hmotnosti HyA. 
4.2 Procentuální obsah sušiny v gelu 
4.2.1 Vliv poměru vazných míst HyA a CTAB 
Gel vytvořený u předchozích vzorků byl použit pro přípravu a charakterizaci sušin 
v závislosti na poměru vazných míst. 
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Tabulka č. 3: Procentuální obsah sušiny v gelu v závislosti na poměru vazných míst HyA 
(molekulová hmotnost 300 kDa) a CTAB (původní zásobní roztok 200 mM) 
300 kDa Procentuální obsah sušiny v gelu [%] 
Směrodatná 
odchylka 
Příslušný poměr 
vazných míst 
(HyA: CTAB) 1. měření 2. měření 3. měření 
Průměrná 
hodnota [%] 
1:4 8,15 8,29 8,32 8,25 0,07 
1:10 10,59 9,67 10,08 10,11 0,38 
1:20 8,57 9,92 7,97 8,82 0,82 
1,46 MDa 
     1:4 6,01 8,48 10 8,16 1,64 
1:10 8,24 9,71 10,4 9,45 0,90 
1:20 6,8 9,29 10,6 8,90 1,58 
1:50 8,08 9,99 10,19 9,42 0,95 
 
Obr. 28 Procentuální obsah sušiny v gelu, původní vzorek obsahoval 2% roztok HyA v soli 
(0,15 mM) a 200 mM roztok tenzidu CTAB v soli (0,15 mM). Molekulová hmotnost HyA činí 
300 kDa (první 3 sloupce v grafu) a 1,46 MDa (následující 4 sloupce v grafu). 
Z grafu (Obr. 28) lze zjistit pouze nepatrný rozdíl v obsahu sušiny v gelu pro různé poměry 
vazných míst. Tento fakt je pravděpodobně dán přibližně stejným složením vzniklého gelu ve 
všech vzorcích. Závěrem lze říci, že obsah sušiny v gelu není závislý na poměru vazných míst 
na řetězci HyA a tenzidu CTAB. 
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4.2.2 Vliv molekulové hmotnosti HyA a koncentrace HyA 
V této části práce byl zkoumán především vliv koncentrace původního roztoku a 
molekulové hmotnosti HyA na obsah sušiny v gelu. 
Tabulka č. 4: schéma míchání roztoků HyA a CTAB 
  1. zkumavka 2. zkumavka 3. zkumavka 4. zkumavka 
HyA 300 kDa 0,5% 0,5% 2% 2% 
 700 kDa 0,5% 0,5% 2% 2% 
 2 MDa 0,5% 0,5% 2% 2% 
CTAB  50 mM 200 mM 50 mM 200 mM 
 
Obr. 29 Zkumavky obsahují vzorky vzniklé 
smícháním výchozích roztoků: roztok HyA 
o molekulové hmotnosti 2 MDa a roztoku 
tenzidu CTAB. Koncentrace roztoků HyA a 
CTAB v obrázku uvedena čísla 1-4: 0,5% 
HyA, 50 mM CTAB (1.); 0,5 % HyA, 200 mM 
CTAB (2.); 2% HyA, 50 mM CTAB (3.); 2% 
HyA, 200 mM CTAB (4.). 
 
 
 
 
Obr. 30 Detailní ukázka vzniklých gelů 
ve zkumavkách obsahujících směs roztoku 
tenzidu CTAB (200 mM) a roztoku HyA 
o molekulové hmotnosti 2 MDa (nahoře – 
0,5% roztok HA, dole – 2% roztok HyA) 
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Tabulka č. 5: procentuální obsah sušiny v gelu v závislosti na molekulové hmotnosti HyA, 
koncentraci HyA a CTAB 
HyA 
 
CTAB 
 
Procentuální obsah sušiny v gelu [%] 
Směrodatná 
odchylka 
300 kDa 
   
1. měření 2. měření 3. měření 
Průměrná 
hodnota [%] 
0,5 % 50 mM 21,81 22,37 20,65 21,61 0,72 
0,5 % 200 mM 23,63 20,35 19,61 21,20 1,75 
2 % 50 mM 3,94 14,82 12,85 10,54 4,73 
2 % 200 mM 13,85 17,08 16,17 15,70 1,36 
700 kDa 
        0,5 % 50 mM 19,62 21,51 21,29 20,80 0,85 
0,5 % 200 mM 20,02 21,85 20,87 20,92 0,75 
2 % 50 mM 6,39 10,81 12,84 10,01 2,69 
2 % 200 mM 13,06 16,87 15,88 15,27 1,61 
2 MDa 
        0,5 % 50 mM 23,14 23,00 22,30 22,81 0,37 
0,5 % 200 mM 21,87 22,22 22,26 22,12 0,17 
2 % 50 mM 5,67 5,35 6,40 5,81 0,44 
2 % 200 mM 8,63 9,68 10,33 9,55 0,70 
 
Obr 31 Procentuální obsah sušiny v gelu, výchozí vzorek obsahoval 0,5% či 2% roztok 
HyA v soli a 50 mM roztok CTAB v soli.  
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Obr 32 Procentuální obsah sušiny v gelu, výchozí vzorek obsahoval 0,5% či 2% roztok 
HyA v soli a 200 mM roztok CTAB v soli. 
Z grafů (Obr 31, Obr 32) je vidět zřetelný pokles procentuálního obsahu sušiny v gelu 
v závislosti na koncentraci roztoku hyaluronanu. Vyšší koncentrace výchozího roztoku 
hyaluronanu způsobuje snížení procentuálního obsahu sušiny v gelu. Tento fakt, je 
pravděpodobně ovlivněn rozdílným charakterem vzniklého gelu. Je možné, že vyšší 
koncentrace roztoku hyaluronanu snižuje intenzitu interakce hyaluronanu s tenzidem. 
Dále bylo zjištěno pro vzorky obsahující původní roztok HyA o koncentraci 0,5% (viz Obr 
31, Obr 32), že obsah sušiny v gelu není ovlivněn molekulovou hmotností HyA. Kdežto 
molekulová hmotnost HyA má vliv na obsah sušiny v gelu pro vzorky obsahující 2% roztok 
HyA. 
4.3 Botnání 
Není určeno ke zveřejnění. 
4.4 Fluorescenční spektroskopie 
V této části práce bylo provedeno měření předem připravených gelů ve zkumavkách 
(viz kapitola 3.2.2) pomocí přístroje Fluorolog (viz kapitola 3.2.5.1). Jako fluorescenční 
sondy byly použity pyren, 1,3-bis(pyren-1-yl)propan (P3P) a prodan (viz kapitola 2.4.2.3). 
Pomocí fluorescenční spektroskopie byl zkoumán vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu 
a poměru vazných míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu (CTAB) na vlastnosti domén v gelu. 
Tato metoda byla použita k vizualizaci a charakterizaci připravených gelů. 
4.4.1 Pyren 
Pyren patří mezi polaritní sondy. Má unikátní reakci na polaritu prostředí, jejíž změna 
ovlivňuje poměr intenzit vibračních píků. V emisním spektru pyrenu byly sledovány intenzity 
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prvního (I1) a třetího (I3) maxima (píku). Byla určena hodnota poměru těchto intenzit I1/I3 
(emisní polaritní index, EmPI). Tato hodnota je závislá na polaritě prostředí. V polárním 
prostředí se pohybuje okolo hodnoty 2, v nepolárním nabývá hodnoty přibližně 0,5. 
Sonda pyren je také schopna vytvářet excimery, proto byla sledována intenzita fluorescence 
excimeru (IE). Ta je nepřímo úměrná viskozitě a tvorba takového komplexu způsobuje 
zhášení fluorescence (viz kapitola 2.4.2.3). 
Byly proměřeny předem připravené gely ve zkumavkách, dále pak zásobní 200 mM roztok 
CTAB se sondou pyrenem, jehož hodnota EmPI je 1,29. 
Tabulka č 8: Vybrané hodnoty vlnových délek pro excitaci a emisi sondy pyrenu 
Sonda pyren Vlnová délka [nm] 
Excitace 335 
Emise 1. pík (I1) 373 
Emise 3. pík (I3) 383 
Emise excimeru (IE) 470 
Rozsah měření 365-550 
Tabulka č. 9: Průměrná hodnota poměru intenzity fluorescence prvního a třetího píku 1:3 
pro sondu pyren a příslušná směrodatná odchylka pro různé vzorky (původní roztoky: 2% 
roztok HyA o odlišné molekulové hmotnosti, 200 mM roztok CTAB; různé poměry vazných 
míst HyA:CTAB. 
Molekulová hmotnost 
HyA 300 kDa 700 kDa 2 MDa 
Poměr vazných míst 
HyA:CTAB 
1:4 1:10 1:20 1:4 1:10 1:20 1:4 1:10 1:20 
Průměrná hodnota 
EmPI 
1,20 1,21 1,22 1,20 1,21 1,22 1,21 1,23 1,22 
Směrodatná odchylka 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 
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Obr. 33 Emisní spektrum pyrenu v různých systémech, měřený gel byl vytvořen z výchozích 
roztoků: 2% roztok HyA o molekulové hmotnosti 300 kDa a 200 mM roztok tenzidu se sondou, 
jež byl také změřen. 
 
Obr. 34 Emisní spektrum pyrenu v různých systémech, měřený gel byl vytvořen z výchozích 
roztoků: 2% roztok HyA a 200 mM roztok tenzidu se sondou pyrenem, jež byl také změřen; 
poměr vazebných míst HyA:CTAB je 1:4 
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Pro vzorky s obsahem sondy pyrenu byla zjištěna velmi nízká intenzita fluorescence 
excimeru při 470 nm (Obr. 33, Obr. 34). To mohlo být způsobeno řadou faktorů, protože 
vytvoření a intenzita excimeru je závislá na koncentraci sondy a mikroviskozitě. Pokud by 
byla koncentrace pyrenu nízká, byla by menší pravděpodobnost vytvoření excimeru (ten je 
totiž tvořen dvěma molekulami pyrenu, z nichž jedna je vždy v excitovaném stavu), jelikož by 
na sebe tyto 2 molekuly nemusely během doby života excitovaného stavu narazit. Tento fakt 
byl vyvrácen nízkými hodnotami EmPI u všech vzorků, což vypovídá o umístění molekul 
pyrenu v doménách. Pokud by byl totiž pyren převážně lokalizován mimo domény, hodnota 
EmPI by byla vyšší. To je dáno tím, že první pík je závislý na polaritě. Zjištěná nižší hodnota 
EmPI indikuje nižší polaritu prostředí, jež je typická pro nepolární vnitřní prostředí micel 
v tomto případě. Bylo dokázáno, že molekuly pyrenu se převážně nachází v doménách. 
Koncentrace sondy by měla být dostatečně vysoká k vytvoření excimeru. Jelikož se 
excimerová emise neprojevila, je pravděpodobné, že to bylo způsobeno vysokou 
mikroviskozitou prostředí anebo pro případ gelu mohla nastat micelární fúze. Na řetězci 
hyaluronanu jsou navázány micely ve tvaru kuliček (perlový náhrdelník). Prostorové 
uspořádání hyaluronanu v gelu může způsobit přiblížení micel a jejich následné propojení 
do podélných tvarů. Tím by se vytvořil větší prostor v doménách a snížila by se 
pravděpodobnost setkání dvou molekul pyrenu. S velkou pravděpodobností se nevytvořil 
excimer díky vysoké mikroviskozitě prostředí, jež snižuje mobilitu molekul pyrenu a tím i 
možnost jejich setkání během doby života excitovaného stavu. 
Také byl zjišťován vliv molekulové hmotnosti výchozího roztoku HyA a poměru vazných 
míst na řetězci HyA a CTAB na hodnotu EmPI. Z tabulky č. 9 je patrné – hodnota EmPI je 
téměř stejná pro všechny vzorky. Z čehož plyne fakt, že molekulová hmotnost výchozího 
roztoku HyA ani poměr vazných míst HyA a tenzidu jí neovlivňuje. 
Dále byly porovnávány spektra pyrenu u vzorků gelů a zásobního roztoku tenzidu CTAB. 
Hodnota EmPI pyrenu u vzorků gelů je jen nepatrně nižší než u zásobního roztoku tenzidu se 
sondou. Tento rozdíl je dán prostředím, v němž se sonda nachází. Jak již bylo popsáno 
v předchozím odstavci – vyšší poměr značí větší polaritu prostředí. Přesto lze spíše považovat 
rozdíl za zanedbatelný, což indikuje podobnou polaritu prostředí okolí sondy v měřených 
gelech i zásobním roztoku a dále je možné považovat volné micely v roztoku tenzidu 
za srovnatelné s micelami navázanými na řetězci hyaluronanu. 
Z hodnoty EmPI (okolo 1,2) je pravděpodobné, že molekuly pyrenu se budou nacházet 
v tzv. palisádové vrstvě micely (přechodná oblast mezi nepolárním prostředím uvnitř a 
polárním vně micely). Tento fakt, lze vysvětlit pomocí struktury molekuly tenzidu CTAB a 
sondy pyrenu. Ta je složena ze 4 benzenových kruhů – charakteristická delokalizace elektronů 
a „oblak“ hustoty náboje nad a pod kruhem. Molekula tenzidu CTAB má kationtovou funkční 
skupinu a pravděpodobně přitahuje molekuly pyrenu ze středu micely do palisádové vrstvy. 
4.4.2 P3P 1,3-bis(pyren-1-yl)propan 
Sonda P3P je tvořena dvěma pyrenovými kruhy spojenými můstkem. Ke vzniku excimeru 
dochází při excitaci jedné z molekul, přičemž dochází k částečnému „složení“ můstku a 
k jejich přiblížení. Z tohoto důvodu není tvorba excimeru závislá na koncentraci sondy P3P, 
jako tomu bylo u pyrenu. Vytvoření excimeru je poté podmíněno pouze viskozitou okolí 
sondy neboli mikroviskozitou. Ve fluidním prostředí je excimerová emise dominantní. 
Kdežto vysoká viskozita prostředí způsobuje snížení intenzity fluorescence excimeru, přičemž 
se zvyšuje intenzita monomeru (neboli čím je nižší poměr intenzity excimeru k monomeru, 
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tím je prostředí více viskózní). Z výše uvedených důvodů je sonda P3P především využívána 
pro určování mikroviskozity. 
Tabulka č 10: Vybrané hodnoty vlnových délek pro excitaci a emisi sondy P3P 
Sonda pyren Vlnová délka [nm] 
Excitace 345 
Emise monomeru (MO) 373 
Emise excimeru (EX) 470 
Rozsah měření 365-550 
Tabulka č. 11: Průměrná hodnota poměru intenzity fluorescence excimeru a monomeru 
pro sondu P3P pro různé vzorky (původní roztoky: 2% roztok HyA o odlišné molekulové 
hmotnosti, 200 mM roztok CTAB; různé poměry vazných míst HyA:CTAB. 
Molekulová hmotnost 
HyA 300 kDa 700 kDa 2 MDa 
Poměr vazných míst 
HyA:CTAB 
1:4 1:10 1:20 1:4 1:10 1:20 1:4 1:10 1:20 
Průměrná hodnota 
EX:MO 
0,22 0,15 0,12 0,15 0,13 0,11 0,13 0,12 0,12 
Směrodatná 
odchylka 
0,01 0,03 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
 
Obr. 35 Emisní spektrum P3P v různých systémech, měřený gel byl vytvořen z výchozích 
roztoků: 2% roztok HyA o molekulové hmotnosti 300 kDa a 200 mM roztok tenzidu se sondou 
P3P, jež byl také proměřen, dále uvedeno spektrum roztoku sondy P3P v acetonu (vedlejší 
svislá osa). 
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Obr. 36 Emisní spektrum P3P v různých systémech, měřený gel byl vytvořen z výchozích 
roztoků: 2% roztok HyA a 200 mM roztok tenzidu se sondou P3P; poměr vazebných míst 
HyA:CTAB je 1:4 
V této části práce byla zjišťována hodnota poměru intenzit excimeru ku monomeru 
(EX:MO) v emisním spektru P3P. Tato hodnota (viz tabulka č. 11) se liší pro vzorky s různým 
poměrem vazných míst HyA a CTAB. Nejnižší hodnota připadá na poměr 1:20 (HyA:CTAB) 
– nejviskóznější prostředí. Dále bylo zjištěno, že molekulová hmotnost nemá vliv na hodnotu 
poměru excimeru a monomeru. 
Byly proměřeny předem připravené gely ve zkumavkách, dále pak zásobní roztoky: 
200 mM roztok CTAB se sondou P3P a roztok sondy P3P v acetonu. Hodnota EX:MO je 
pro roztok tenzidu se sondou 0,12 a pro roztok sondy v acetonu 0,49. Porovnáním hodnot 
EX:MO P3P pro vzorky gelů (viz tabulka č. 11) a zásobní roztoky byly vyvozeny následující 
závěry: hodnota pro gely a zásobní roztok tenzidu se sondou je srovnatelná, z čehož může být 
usuzována i podobná mikroviskozita okolí sondy, kdežto zásobní roztok sondy v acetonu má 
vyšší hodnotu EX:MO a tím i mnohem nižší viskozitu prostředí. 
4.4.3 PRODAN 
Není určeno ke zveřejnění. 
5 ZÁVĚR 
Bakalářská práce je zaměřena na přípravu, charakterizaci a aplikaci hyaluronových gelů. 
V první části práce jsem se zabývala přípravou a charakterem gelů pomocí metod gelace, 
sušení a botnání. Při přípravě gelů byla ve zkumavkách pozorována separace fází na tuhou 
pevnou část – gel a fázi tekutou, málo viskózní – supernatant. Následující metoda sušení 
sloužila k přípravě vysušených gelů (sušin neboli xerogelů) a jejich botnáním byly získány 
opět gely.  
Byl zjišťován vliv molekulové hmotnosti a koncentrace původního roztoku HyA a poměru 
vazných míst na řetězci HyA a tenzidu CTAB na charakter sušiny a nabotnaného gelu. Byl 
zaznamenán pouze nepatrný rozdíl v procentuálním obsahu sušiny v gelu pro různé poměry 
vazných míst. Nabízí se vysvětlení přibližně stejného složení vzniklého gelu ve všech 
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vzorcích. Molekulová hmotnost HyA nemá vliv na obsah sušiny v gelu pro vzorky obsahující 
0,5% roztok HyA, zatímco u vzorků s 2% roztokem HyA vliv má. Dále byl zaznamenán 
zřetelný pokles obsahu sušiny v gelu při zvýšení koncentrace roztoku hyaluronanu. Tento jev 
by mohl být způsoben snížením intenzity interakce hyaluronanu s tenzidem. Závěrem lze říci, 
že obsah sušiny v gelu není závislý na poměru vazných míst na řetězci HyA a tenzidu, kdežto 
koncentrace původního zásobního roztoku HyA má vliv na tuto hodnotu. Molekulová 
hmotnost HyA tuto hodnotu ovlivňuje v závislosti na koncentraci původního roztoku HyA. 
Druhá část bakalářské práce byla zaměřena na metodu fluorescenční spektroskopie 
za použití přístroje Fluorolog. S fluorescenčními sondami pyren, 1,3-bis(pyren-1-yl)propan 
(P3P) a prodan bylo provedeno měření předem připravených gelů ve zkumavkách. Byl 
zkoumán vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu a poměru vazných míst na řetězci 
hyaluronanu a tenzidu (CTAB) na vlastnosti domén v gelu. 
U vzorků gelů s obsahem sondy pyrenu se neprojevila emise excimeru, nebyl zjištěn nárůst 
intenzity fluorescence při 470 nm. Excimer se pravděpodobně nevytvořil díky vysoké 
mikroviskozitě prostředí. Dále bylo zjištěno, že molekulová hmotnost výchozího roztoku 
HyA ani poměr vazných míst HyA a tenzidu nemá vliv na vznik excimeru, jelikož hodnota 
EmPI byla téměř stejná pro všechny vzorky. Byl měřen zásobní roztok tenzidu CTAB 
se sondou. Rozdíl hodnot EmPI pro tento zásobní roztok a vzorky gelů byl zanedbatelný. 
Z tohoto důvodu lze předpokládat podobnou polaritu prostředí okolí sondy, také je možné 
považovat volné micely v roztoku tenzidu za srovnatelné s micelami navázanými na řetězci 
hyaluronanu. Hodnoty EmPI (okolo 1,2) ukazují, že molekuly pyrenu jsou pravděpodobně 
lokalizovány v tzv. palisádové vrstvě micely. 
U pyrenu je tvorba excimeru závislá na koncentraci sondy a mikroviskozitě okolí sondy. 
Pro P3P prvně jmenovaná závislost odpadá a vytvoření excimeru je podmíněno pouze 
viskozitou okolí sondy neboli mikroviskozitou. Vysoká viskozita prostředí způsobuje snížení 
intenzity fluorescence excimeru a zvýšení intenzity monomeru (neboli čím je nižší poměr 
intenzity excimeru k monomeru, tím je prostředí více viskózní). Závěrem lze říci, že 
molekulová hmotnost nemá vliv na hodnotu poměru excimeru a monomeru, kdežto poměr 
vazných míst HyA a tenzidu ovlivňuje tuto hodnotu.  
Kromě vzorků gelů, byly proměřeny i zásobní roztoky sondy P3P v acetonu a roztok CTAB 
se sondou. Výsledky ukazují na podobnou mikroviskozitu okolí sondy v roztoku CTAB, jako 
je tomu u vzorků gelů, kdežto zásobní roztok sondy v acetonu má mnohem nižší viskozitu 
prostředí. 
Bakalářská práce byla zaměřena na téma fyzikálních hyaluronových gelů. Z výše 
uvedených závěru vyplývá splnění zadání bakalářské práce. 
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7 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
7.1 Seznam zkratek 
Zkratka Význam 
HyA hyaluronan 
NaHy sodná sůl kyseliny hyaluronové 
GAG glykosaminoglykan 
CMC kritická micelární koncentrace 
CAC kritická agregační koncentrace 
CTAB cetyltrimethylammonium bromid (16 uhlíků v řetězci) 
CnTAB alkyltrimethylammonium bromid (n je počet uhlíků v řetězci) 
TTAB tetradecyltrimethylammonium bromid 
EmPI emisní polaritní index 
7.2 Seznam symbolů 
Symbol Název veličiny 
M mol dm
–3
 
mM mmol dm
–3
 
S0 základní stav molekuly 
S1 první excitovaný singletový stav molekuly 
S2 druhý excitovaný singletový stav molekuly 
T1 první excitovaný tripletový stav molekuly 
8 SEZNAM PŘÍLOH 
Příloha 1: Fotografie zkumavek obsahujících směs 2% roztoku HyA o molekulové 
hmotnosti 300 kDa a 200 mM roztoku tenzidu CTAB 
Příloha 2: Fotografie zkumavek obsahujích směs roztoku HyA o molekulové 
hmotnosti 300 kDa (popř. 700 kDa) a roztoku tenzidu CTAB – různé 
koncentrace roztoků HyA a CTAB 
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9 PŘÍLOHY 
9.1 Příloha 1 
 
Obr. 37 Zkumavky obsahují směs 2% roztoku HA o molekulové hmotnosti 300 kDa a 
200 mM roztoku tenzidu CTAB, poměry vazných míst HA:CTAB jsou 1:4, 1:10, 1:20, 1:50 
(bráno postupně zleva) 
9.2 Příloha 2 
 
Obr. 38 Zkumavky obsahují směs roztoku 
HA o molekulové hmotnosti 300 kDa a 
roztoku tenzidu CTAB, Koncentrace roztoků 
HA a CTAB (bráno postupně zleva) – 0,5% 
HA, 50 mM CTAB; 0,5% HA, 200 mM 
CTAB; 2% HA, 50 mM CTAB; 2% HA, 
200 mM CTAB. 
 
Obr. 39 Zkumavky obsahují směs roztoku 
HA o molekulové hmotnosti 700 kDa a roztoku 
tenzidu CTAB, Koncentrace roztoků HA a 
CTAB (bráno postupně zleva) – 0,5% HA , 
50 mM CTAB; 0,5% HA, 200 mM CTAB; 2% 
HA, 50 mM CTAB; 2% HA, 200 mM CTAB.
 
